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Roles antagónicos de proteínas celulares durante la infección: viperina y 

el intercambiador del nucleótido guanosina trifosfato GBF-1 en la 

multiplicación del arenavirus Junín 

Viperina (VIP) es una proteína celular cuya expresión es inducible por interferón (IFN) y se ha 

reportado como factor de restricción viral para diversos virus. En el presente trabajo se analizó 

la acción antiviral de VIP sobre la multiplicación del virus Junín (JUNV). Mediante distintos 

ensayos se demostró que el IFN restringe la infección de JUNV en células A549 y Vero. La 

sobreexpresión de VIP generó una disminución de los niveles virales extra e intracelulares y 

una reducción del tamaño de los foci virales en cultivos celulares de A549 y Vero. Asimismo, se 

demostró que la sobreexpresión de VIP durante estadíos intermedios del ciclo de 

multiplicación viral genera una disminución en los niveles de ARN de la nucleoproteína viral 

(NP) en células HEK293T. Estos resultados confirmaron la actividad antiviral de VIP sobre JUNV. 

Adicionalmente, estudiamos las interacciones entre VIP y las proteínas de JUNV: NP y el 

complejo precursor de la glicoproteína viral (GPC), mediante ensayos de cotransfecciones en 

células HEK293T. Demostramos la interacción de VIP con NP y con GPC, en este último caso 

ocurriría a través de la α-hélice localizada en la región N terminal de VIP.  

Por otro lado, la proteína celular Golgi-specific Brefeldin A-resistance Factor 1 (GBF-1), un 

intercambiador de nucleótidos de guanina, de expresión constitutiva ha sido reportada como 

factor proviral para diversos virus con genoma ARN. En el caso de la infección de células 

HEK293T con JUNV y la inhibición reversible de GBF-1 se observó una disminución en el 

número de viriones infectivos liberados al medio extracelular. La sobreexpresión de GBF-1 

generó el aumento de los niveles de ARN viral. Por último, demostramos la interacción entre 

GPC y GBF-1. 

En conjunto, estos resultados demuestran que en la célula existen factores antivirales como 

VIP y provirales como GBF-1 frente a la infección con JUNV. Dependiendo del tipo de virus y la 

respuesta a IFN desencadenada por el mismo, sumado a las estrategias de evasión de la 

respuesta inmune innata viral se determinará la dinámica celular y ésta, a su vez, determinará 

el resultado de la infección viral: la progresión o la inhibición. Cabe destacar que la 

demostración del rol de estas dos proteínas ofrece un nuevo blanco para la intervención del 

ciclo de multiplicación y la búsqueda de agentes quimioterapéuticos específicos.  

Palabras clave: JUNV, IFN, VIP, antiviral, nucleoproteína, glicoproteína, GBF-1 
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Antagonic roles of cellular proteins during infection: viperin and the guanine nucleotides 

exchanger, GBF-1 throughout Junín arenavirus multiplication 

Viperin (VIP) is a cellular protein inducible by interferon (IFN) and it has been reported as a 

viral restriction factor to several viruses. In this work we analyzed VIP antiviral action upon 

Junín virus (JUNV) multiplication. Through different assays we showed that IFN limits JUNV 

infection in A549 and Vero cells. VIP overexpression caused a reduction in viral extra and 

intracellular levels and a reduction of the viral foci size in A549 and Vero cell cultures. Also, we 

proved that VIP overexpression during late stages of the viral multiplication cycle diminished 

RNA viral nucleoprotein (NP) levels in HEK293T cells. These results confirmed VIP antiviral 

activity against JUNV.Additionally, we studied the interactions between VIP and JUNV proteins 

NP and the viral glycoprotein complex (GPC) through cotransfections assays in HEK293T cells. 

We showed that VIP interacts with NP and with GPC as well. The region involved in the 

interaction is in the N terminal region of VIP and it could be VIP α-helix.  

On the other hand, cellular protein Golgi-specific Brefeldin A-resistance guanine nucleotide 

exchange Factor 1 (GBF-1), a GTP/GDP exchanger of constitutive expression has been reported 

as a proviral factor to different RNA viruses. When HEK293T cells were infected and GBF-1 

reversibly inhibited, we observed a reduction of infectious viral particles released to the 

extracellular media. Also, we proved that GBF-1 overexpression led to an increase of NP RNA 

viral levels. At last, we discovered that GPC and GBF-1 interact. 

Altogether, these results show that inside cells there are both proviral and antiviral factors, 

such as VIP and GBF-1, respectively during JUNV infection. The type of virus and the type of 

IFN response triggered by itself and the innate immune response evasion strategies of the 

virus will set cellular dynamics and this one will set the outcome of the viral infection: 

progression or inhibition. It should be highlighted that the roles of these two proteins offer a 

new target for search and development of specific drug therapy. 
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Abreviaturas 

αDG: α-destroglicano 

ACE2: enzima 2 convertidora de angiotensina I    

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADNc: ADN copia 

ADNdc: ADN doble cadena 

Arf1: ADP-ribosylation factor 1 

ArfGAP1: Arf-GTPase-activating protein 1 

ARN: ácido ribonucleico 

ARNag: ARN antigenómico 

ARNdc: ARN doble cadena 

ARNm: ARN mensajero 

Best5: bone-expressed sequence tag 5 

BFA: brefeldina A 

CC: control celular 

CC50: concentración citotóxica 50 

CE50: concentración efectiva 50 

CHAPV: virus Chapare 

Ciao1: cytosolic iron-sulfur assembly component 1 

Cig: cytomegalovirus inducible gene 

CMPK2: citidina/uridina monofosfato quinasa 2 

CoIP: coinmunoprecipitación 
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COP I y II: coatomer protein I and II 

COVID-19: coronavirus disease 19 

CTP: citidina trifosfato 

CV: control viral 

DABCO: 1,4- diazabiciclo-2,2,2-octano 

DAPI: 2-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-carboxamidina 

DC-SIGN: dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule -3- grabbing non-integrin 

ddhCTP: 3'-deoxi-3'4'-didehidro-CTP 

DENV: virus del dengue 

DMEM: Dubecco's minimal essential medium 

DMSO: dimetilsulfóxido 

d.p.i.: días post infección 

ERGIC: endoplasmic reticulum- golgi intermediate compartment 

EV: enterovirus 

FHA: fiebre hemorrágica Argentina 

FPPS: enzima farnesil difosfato sintasa 

G1 y G2: glicoproteínas 1 y 2 de los arenavirus 

G2/*: complejo precursor de GPC, G2 

GBF-1: golgi-specific brefeldin A-resistance factor 1 

GCA: golgicida A 

GEF: factor intercambiador de guanina 

GPC: complejo glicoproteico 
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GTOV: virus Guanarito 

HCMV: citomegalovirus humano 

HCV: virus de la hepatitis C 

HIV: virus de la inmunodeficiencia humana 

h.p.i.: horas post infección 

h.p.t.: horas post transfección 

IAV: virus influenza A 

ICTV: Comité Internacional de Taxonomía de virus  

IFI: inmunofluorescencia indirecta 

IFN: interferón 

IFNAR: receptor de IFN α y β 

IGR: regiones intergénicas 

IP: inmunoprecipitado 

IPS-1: estimulador del promotor de IFN 1 

IRF: factor regulador de IFN 

IS: índice de selectividad 

ISG: gen estimulado por IFN 

ISGF3: factor de crecimiento 3 estimulado por IFN 

ISRE: elemento de respuesta estimulado por IFN 

JAK: Janus kinase 

JEV: virus de la encefalitis japonesa 

JUNV: virus Junín 
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kDa: kilodalton 

L: ARN polimerasa de los arenavirus 

LASV: virus Lassa 

LC: lisado celular 

LCMV: virus de la coriomeningitis linfocítica 

LR: lipid rafts 

LUJV: virus Lujo 

MACV: virus Machupo 

MCM7: minichromosome maintenance complex component 7 

MDA5: melanoma differentiation-associated protein 5 

MERS-CoV: middle east respiratory syndrome coronavirus 

MES: morpholine ethane sulfonic acid 

MoaA: molybdenum cofactor biosynthesis protein A 

MOI: multiplicidad de infección 

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio 

mvig-1: mouse vig-1 

NFkB: kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NP: nucleoproteína de los arenavirus 

PAMP: patrones moleculares asociados a patógenos 

pb: pares de bases 

PCR: polymerase chain reaction 

PFA: paraformaldehído 
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PM: peso molecular 

PRR: receptores de reconocimiento de patrones 

PrV: virus de la pseudorabia 

qPCR: PCR cuantitativa o Real Time PCR 

RABV: virus de la rabia 

RE: retículo endoplasmático 

RIG-I: retinoic acid-inducible gene I 

RLR: receptor tipo RIG 

RNP: ribonucleoproteína 

RSAD-2: radical SAM domain-containing 2 

SARS-CoV: severe acute respiratory syndrome coronavirus  

SBAV: virus Sabiá 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

SFB: suero fetal bovino 

SKI-1/S1P: subtilisina kexina isoenzima-1/sitio 1 proteasa 

SNP: single nucleotide polymorphism 

SNV: single nucleotide variant 

SSP: péptido señal 

SPasa: peptidasa señal 

SSP: péptido señal estable 

Stat: signal transducer and activator of transcription 

STING: estimulador de genes de IFN 



10 
 

TBEV: virus de la encefalitis transmitida por garrapatas 

TCRV: virus Tacaribe 

TfR1: receptor de transferrina 1  

TLR: Toll-like receptor 

TMPRSS2: enzima serina 2 proteasa transmembrana 

TRADD: tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain 

TRIF: TIR domain containing adapter inducing interferon β 

UFP: unidades formadoras de placas de lisis 

UI: unidades internacionales 

UTR: regiones no codificantes 

VHSV: virus de la septicemia hemorrágica  

vig-1: VHSV induced gene number 1 

Viperina (VIP): virus inhibitory protein endoplasmic reticulum-associated interferon inducible 

VSV: virus de la estomatitis vesicular 

WB: western blot 

WNV: virus West Nile 

WWAV:  virus Whitewater Arroyo  

Z: proteína de matriz de mammarenavirus y reptarenavirus 

ZIKV: virus Zika 
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Introducción 

1. Arenavirus: historia y clasificación 

El primer integrante de la familia Arenaviridae fue el virus de la coriomeningitis linfocítica 

(LCMV) descubierto en 1933 y aislado de su reservorio natural, el ratón Mus musculus en 1935. 

La familia se estableció como tal en 1976 y se denominó Arenaviridae dado el aspecto arenoso 

de las partículas virales al microscopio electrónico, debido a la presencia de ribosomas 

(Radoshitzky et al., 2015). Dicha familia constó de un único género Arenavirus, compuesto por 

virus transmitidos por roedores mayormente, desde 1933 cuando se descubrió LCMV hasta 

2014 cuando se aisló un nuevo arenavirus proveniente de serpientes. Se establecieron 2 

nuevos géneros: Reptarenavirus y Mammarenavirus (Bodewes et al., 2013; Hetzel et al., 2013; 

Stenglein et al., 2012). Un tercer género se estableció en 2018, cuando se aisló otro nuevo 

arenavirus proveniente de serpientes: Hartmanivirus (Hepojoki et al., 2018). Ese mismo año, 

reportaron nuevos arenavirus presentes en peces lo que dio lugar a un cuarto género: 

Antennavirus (Pontremoli et al., 2019; Shi et al., 2018). El género Antennavirus cuenta con 2 

especies y 2 virus, el género Hartmanivirus se compone de 4 especies y 6 virus, el género 

Reptarenavirus está integrado por 5 especies y 8 virus mientras que el género 

Mammarenavirus cuenta con 36 especies y 46 virus. Los 4 géneros que componen la familia 

Arenaviridae son los aprobados hasta el momento por el Comité Internacional de Taxonomía 

de Virus (ICTV) (Radoshitzky et al., 2019). Asimismo, el ICTV decidió incorporar la familia 

Arenaviridae al orden Bunyavirales (Maes et al., 2019).  

La clasificación de los arenavirus está basada en comparaciones de secuencias pareadas de 

genomas codificantes completos. La comparación se realiza entre las secuencias de la 

nucleoproteína viral (NP) y de la ARN polimerasa viral (L) y la identidad debe ser mayor al 40% 

y 35% respectivamente, para que sean considerados virus de un mismo género.  

La estructura genómica, el rango de hospedador, las formas de transmisión y/o los sitios de 

replicación en las células son características adicionales que se consideran actualmente para la 

clasificación de los arenavirus (Radoshitzky y de la Torre, 2020). Históricamente, los arenavirus 

se dividieron en 2 grupos según su filogenia, sus propiedades antigénicas y distribución 

geográfica. Esta clasificación se mantiene hoy en día para el género Mammarenavirus: los 

arenavirus del viejo mundo o serogrupo Lassa-LCMV presentes en África y los del nuevo 

mundo o serogrupo Tacaribe presentes en América (Tabla 1). 
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Género Nombre virus Abreviatura Aislamiento Descubrimiento 

Mammarenavirus     
Viejo Mundo Alxa ALXV China 2018 
 Lujo  LUJV Zambia/Sudáfrica 2008 
 Lunk  LNKV Zambia 2012 
 Coriomeningitis 

linfocítica 
LCMV Mundial excepto 

Oceanía 
1933 

 Ryukyu RYKV China 2013 
 Merino walk MRWV Sudáfrica 1985/2008 
 Okahandja OKAV Namibia 2015 
 Lassa LASV Nigeria 1969 
 Luna LUAV Zambia/Zimbabwe 2009/2012 
 Mopeia MOPV Mozambique/ 

Zimbabwe 
1977/1981 

 Mobala MOBV Rep. Central de 
África 

1983 

 Gairo GAIV Tanzania 2014 
 Wēnzhōu WENV China  2014 
 Loei River LORV Tailandia 2016 
 Mariental MRLV Namibia 2015 
 Ippy IPPYV Rep. Central de 

África 
1970 

     
Nuevo Mundo Solwezi SOLV Zambia 2014 
 Aporé APOV Brasil 2018 
 Oliveros OLVV Argentina 1996 
 Latino LATV Bolivia 1973 
 Xapuri XAPV Brasil 2018 
 Amaparí AMAV Brasil 1964 
 Guanarito GTOV Venezuela 1990 
 Cupixi CUPXV Brasil 1970 
 Sabiá SBAV Brasil 1990 
 Chapare CHAPV Bolivia 2003/4 
 Tacaribe TCRV Trinidad y 

Tobago/ EEUU 
1956/2014 

 Machupo MACV Bolivia 1963 
 Junín JUNV Argentina 1958 
 Bear Canyon BCNV EEUU 1998 
 Whitewater 

Arroyo 
WWAV EEUU 1993 

 Tamiami TMMV EEUU 1963 
 Pichindé PICHV Colombia 1965 
 Pirital PIRV Venezuela 1997 
 Allpahuayo AALV Perú 1997 
 Flexal FLEV Brasil 1975 
 Paraná PRAV Paraguay 1965 
Tabla 1: Mammarenavirus del viejo y nuevo mundo. Se muestra una lista de virus pertenecientes al 

género Mammarenavirus, del viejo y nuevo mundo agrupados filogenéticamente por similitud de la 

secuencia aminoacídica de L, la ARN polimerasa viral. 
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Los Mammarenavirus tienen como reservorios naturales a roedores, excepto por TCRV que se 

encontró originalmente en murciélagos frugívoros en Trinidad y Tobago en 1956 y años más 

tarde se lo aisló de garrapatas en Florida, EEUU en 2012 (Downs et al., 1963; Sayler et al., 

2014). La distribución geográfica de los Mammarenavirus del nuevo mundo es a lo largo del 

continente americano excepto SOLV presente en Zambia, África, mientras que los del viejo 

mundo se distribuyen en África principalmente, aunque con el correr del tiempo se han 

extendido al este asiático, aislándose ejemplares en China y Tailandia (Tabla 1). 

Los Mammarenavirus patógenos para el humano son LCMV, LASV, LUJV, JUNV, MACV, GTOV, 

SABV y CHAPV y poseen distinta distribución mundial (Figura 1). LASV, LCMV y LUJV son los 

representantes patógenos del viejo mundo y producen la fiebre de Lassa, la coriomeningitis 

linfocítica y la fiebre hemorrágica de Lujo, respectivamente. La fiebre de Lassa es transmitida 

por el roedor Mastomys natalensis, el cual habita en el noroeste de África, a través de sus 

excretas. Puede ser transmitida de persona a persona. En casos severos puede conducir a 

edema pulmonar, falta de aire, sangrado de mucosas y shock, síntomas de la fiebre 

hemorrágica. La fatalidad es del 1% y en casos severos llega al 15%. Existen entre 100.000-

500.000 infecciones por año (Organización Mundial de la Salud [OMS], 2021). LCMV tiene 

distribución mundial debido a la presencia de su reservorio natural Mus musculus tanto en 

Europa como en Norteamérica. La infección con LCMV puede ser asintomática, causar 

meningitis o actuar como un factor teratogénico (Reignier et al., 2008). Se transmite por entrar 

en contacto con excretas del roedor, su hospedador natural, por transmisión vertical madre-

feto y raramente, mediante el trasplante de órganos de una persona infectada (Fischer et al., 

2006). No existen evidencias de contagio persona- persona (Centros para el Control y 

Prevención de Enfermedades [CDC], 2014). LUJV se determinó como el causante del cuadro de 

fiebre hemorrágica de 4 personas que fallecieron en 2008 en Sudáfrica, a causa del contagio de 

una persona con un cuadro infeccioso de origen desconocido, alcanzando una tasa de 

mortalidad del 80%. Sólo sobrevivió la persona a la que se administró ribavirina (Briese et al., 

2009). EL MACV es el agente etiológico de la fiebre hemorrágica boliviana y es transmitido por 

el ratón Calomys callosus, existe transmisión persona-persona con una tasa de mortalidad del 

22% (Mackenzie, 1965). GTOV es el patógeno responsable de la fiebre hemorrágica 

venezolana, transmitido por el ratón de la caña de azúcar Zygodontomis brevicauda. No existe 

evidencia de transmisión persona-persona (de Manzione et al., 1998). CHAPV produce la fiebre 

hemorrágica de Chapare, es endémica de Bolivia aunque se desconoce su reservorio natural y 

se han reportados casos de transmisión persona-persona con una tasa de mortalidad del 60% 

(Delgado et al., 2008; CDC, 2019). SABV produce la fiebre hemorrágica brasileña, de la cual 

existen pocos casos reportados, por lo cual se desconoce mucha información aún (Burrell et 

al., 2017). JUNV es el agente etiológico de la fiebre hemorrágica argentina (FHA) que se tratará 

más adelante. Estos virus producen fiebres hemorrágicas con síntomas comunes en la etapa 

temprana como fiebre, cefalea, fatiga, mialgia, náuseas y dolor en las articulaciones hasta falta 

de aire, síntomas neurológicos y sangrados de mucosas en los casos más severos. 

Debido a su alta tasa de mortalidad y el gran riesgo que representan para la salud pública 

JUNV, MACV, GTOV, CHAPV y LASV, son clasificados como agentes patogénicos con prioridad 

categoría A según el Instituto Nacional de Salud de EEUU (Huang et al., 2015). 



22 
 

 

 

Figura 1: Distribución geográfica de los Mammarenavirus patógenos para el humano. Se indican los 

países en los que fueron aislados los Mammarenavirus del nuevo mundo (verde oscuro) y los del viejo 

mundo (verde claro). Figura entre paréntesis el año del descubrimiento del virus. Adaptado (Fehling et 

al., 2012). 

 
Cabe destacar que si bien el WWAV aislado del roedor Neotoma albigula en Nueva Méjico, 

EEUU (Fulhorst et al., 1996) fue asociado con la muerte de tres personas que presentaron 

fiebre, dificultad respiratoria, falla hepática y síntomas hemorrágicos, no ha sido confirmado 

como agente etiológico de las mismas y no se han reportado más casos actuales (CDC, 2001; 

Reignier et al., 2008). Por este motivo, no hay evidencia suficiente para catalogar al WWAV 

como patógeno para los humanos. 

 
 

2. Estructura del virión y organización genómica 

2.1. Morfología del virión 

Los viriones son esféricos o pleomórficos, de 40-200 nm de diámetro con envolturas lipídicas 

densas. La superficie del virión está cubierta con proyecciones de espículas compuestas por 

heterotrímeros de las glicoproteínas virales: G1, G2 y para algunos géneros el péptido señal 

(SSP) que conforman el complejo glicoproteico (GPC) maduro. Las glicoproteínas, se disponen 
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alrededor de una capa de proteínas de matriz Z, la cual limita con la envoltura lipídica excepto 

para el género Hartmanivirus que carece de dicha proteína. El interior de la partícula contiene 

las ribonucleoproteínas (RNP) conformadas por moléculas de ARN simple cadena, asociadas 

íntimamente a NP y en sus extremos contienen a L, la ARN polimerasa ARN dependiente 

(Buchmeier, 2002; Hepojoki et al., 2018; Hetzel et al., 2013; Radoshitzky y de la Torre, 2020) 

(Figura 2). 

 

 

 

Figura 2: Estructura del virión. Se muestra la partícula esférica y envuelta que contiene a las 

glicoproteínas (GPC) alrededor de una capa de proteínas de la matriz (Z). El ARN genómico, la 

nucleoproteína (NP) y la ARN polimerasa ARN dependiente (L) conforman las ribonucleoproteínas (RNP) 

ubicadas en el interior de la partícula. Adaptado (Instituto de Bioinformática Suizo [SIB], 2021). 

 

2.2. Organización genómica viral 

Los arenavirus presentan un genoma de ARN simple cadena de polaridad negativa.  Los 

ejemplares de los géneros Mammarenavirus, Reptarenavirus y Hartmanivirus presentan 

genoma bisegmentado, constituido por los segmentos pequeño (S) y grande (L). El segmento S 

codifica para las proteínas GPC y NP mientras que el segmento L codifica para L y Z en todos 

los géneros excepto en Hartmanivirus que carece del marco de lectura de Z.  

Los representantes del género Antennavirus poseen genoma trisegmentado, motivo por el cual 

la familia Arenaviridae se agrupó en el orden Bunyavirales (Maes et al., 2019). El segmento S 

codifica para NP, el segmento L codifica únicamente para L ya que carece de marco de lectura 

para Z y un tercer segmento mediano M, codifica para GPC y una proteína de función 

desconocida (Pontremoli et al., 2019; Radoshitzky et al., 2019) (Figura 3). 
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Figura 3: Organización genómica de los 4 géneros de arenavirus. Los ejemplares de los géneros 

Hartmanivirus, Mammarenavirus y Reptarenavirus poseen genomas bisegmentados, S y L mientras que 

los representantes del género Antennavirus poseen genoma trisegmentado S, M y L. Los genomas de los 

géneros Antennavirus y Hartmaninivirus carecen de marco de lectura para Z por lo cual el segmento L 

codifica para la ARN polimerasa (L) únicamente. Los segmentos S codifican para GPC y NP excepto en el 

caso de Antennavirus en el que S codifica para NP y un tercer segmento M codifica para GPC y una 

proteína de función desconocida. Se indican la longitud de los genomas en kilobases (escala) y los 

marcos de lectura (flechas). Adaptado (Radoshitzky et al., 2019). 

 

Los extremos 5' y 3' de los segmentos de ARN L y S poseen regiones no codificantes (UTR) y 

contienen secuencias reversas complementarias en los últimos 19-30 nucleótidos. Dichas 

secuencias, se aparean y forman una estructura secundaria que se aprecia en las RNP. El 

extremo 3' UTR de cada segmento contiene el promotor genómico arenaviral que dirige la 

replicación del ARN y la transcripción de los genes.  

Los segmentos de ARN de los Mammarenavirus codifican para más de una proteína, son 

ambisentido, es decir, contienen 2 marcos de lectura de polaridades opuestas, que están 

separados por una región intergénica (IGR). El segmento L de 7200 pares de bases (pB) codifica 

para L y Z. El segmento S de 3500 pb codifica para GPC y NP. Las IGR forman una estructura 

secundaria tipo horquilla por complementariedad de secuencia y funcionan como 

terminadores de la transcripción estructurales y del ensamblado y brotación viral (Radoshitzky 

et al., 2015; Radoshitzky y de la Torre, 2020) (Figura 4). 
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Figura 4: Organización genómica de los Mammarenavirus. El genoma es bisegmentado y presenta los 

segmentos L y S. Dichos segmentos codifican para las proteínas Z, L, GPC y NP, respectivamente. Cada 

segmento posee 2 marcos de lectura de polaridad opuesta, separados por una región intergénica IGR. 

Las IGR poseen complementariedad de secuencia por lo cual forman estructuras secundarias tipo 

horquilla. Adaptado (Radoshitzky et al., 2015). 

 

3. Ciclo de multiplicación y estrategia de transcripción/replicación de 

JUNV 

3.1. Ciclo de multiplicación de JUNV 

El ciclo de multiplicación de los Mammarenavirus comienza con la adhesión del virus a la 

superficie celular a través de la interacción de G1 con los receptores celulares. Los 

Mammarenavirus del viejo mundo emplean el receptor α-destroglicano (α-DG) mientras que 

los del nuevo mundo utilizan el receptor de transferrina 1 (TfR1) (Cao et al., 1998; Radoshitzky 

et al., 2007). JUNV interactúa tanto con TfR1 como con el receptor tipo lectina dendritic cell-

specific intercellular adhesion molecule -3- grabbing non-integrin (DC-SIGN) (Martínez et al., 

2013). La interacción virus-receptor, desencadena la entrada del virus a través de endocitosis 

mediada por receptor, formándose así, un endosoma temprano que contiene a la partícula 

viral. Este endosoma temprano, se fusiona con un endosoma tardío de bajo pH. La 

acidificación de la vesícula endocítica genera la disociación irreversible de G1 de las 

subunidades SSP y G2, la cual cambia conformacionalmente. Los dominios de fusión de G2 

quedan expuestos y junto con SSP generan el acercamiento físico entre las membranas del 

virión y del endosoma tardío induciendo así la fusión de las mismas y produciendo el 

desnudamiento del virus, liberando así las RNP al citoplasma (Di Simone y Buchmeier, 1995; 

Klewitz et al., 2007). Una vez en el citoplasma, comienza la etapa de biosíntesis de 

macromoléculas; durante la etapa temprana ocurre la transcripción de NP y L y consecuente 

traducción y la replicación. En la etapa tardía de la biosíntesis, ocurre la transcripción de GPC y 

Z cuyos transcriptos se traducen posteriormente. GPC es la glicoproteína viral, motivo por el 

cual sigue la vía secretoria donde se produce su procesamiento y maduración y una vez 

glicosilada en el aparato de Golgi, es transportada hacia la membrana plasmática. Allí, GPC se 
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localiza específicamente en estructuras organizadas y ricas en colesterol denominadas lipid 

rafts (LR). Estas estructuras servirían como plataformas para el ensamblado de las RNP con Z, 

que dirige la posterior brotación de las partículas virales (Burri, da Palma et al. 2012; Cordo et 

al., 2013; Gaudin y Barteneva, 2015; Radoshitzky et al., 2015;) (Figura 5).  

 

 
Figura 5: Ciclo de multiplicación de JUNV. El virus se adsorbe a la célula a través de la interacción con 

sus receptores celulares α-DG para los Mammarenavirus del viejo mundo y TfR1 para los del nuevo 

mundo. JUNV emplea tanto TfR1 como DC-SIGN. La unión receptor-virus desencadena la entrada del 

mismo a través de endocitosis mediada por receptor. Ese endosoma temprano se fusiona con un 

endosoma tardío con bajo pH, lo que desencadena el desnudamiento del virión y la liberación de las 

RNP al citoplasma. Allí, ocurre la etapa de biosíntesis de ARN a través de la transcripción y replicación y 

la síntesis de las proteínas virales. Dichas proteínas son transportadas a regiones cercanas a la 

membrana plasmática donde ocurre el ensamblado de viriones y finalmente la liberación de las 

partículas infectivas por brotación. Adaptado (Burri, da Palma et al., 2012; Gonçalves, 2013). 

 

3.2. Estrategia de replicación de JUNV 

Los genomas virales de ARN simple cadena y de polaridad negativa no pueden ser traducidos 

directamente, debe ocurrir primero la transcripción. Lo primero que ocurre en el caso de los 

arenavirus es la transcripción de NP y L, ambas secuencias de polaridad negativa. Es por este 

motivo que a pesar de poseer genoma ambisentido, los arenavirus se consideran de polaridad 

negativa. 

Posteriormente a la infección viral, cuando se produce el desnudamiento del virus y la 

consecuente liberación de las RNP al citoplasma, se activa L, la ARN polimerasa viral, la cual 

realizará tanto la transcripción como la replicación viral. L, con su actividad endonucleasa, cliva 

los nucleótidos metilados en el extremo 5' (capps) y algunos nucleótidos más de los ARN 

mensajeros celulares (ARNm) y los emplea como moldes para iniciar la transcripción. La 

misma, comienza cuando L se une a los extremos 3' de NP y L de los segmentos S y L, 

respectivamente y finaliza al alcanzar la IGR. Allí, se disocia del ARN genómico y libera los 
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transcriptos de secuencia complementaria y polaridad positiva. Luego, los transcriptos con 

capps y sin poliadenilar, son traducidos. Los bajos niveles de NP al principio de la infección, 

impiden la síntesis de un ARN antigenómico completo (ARNag) que permitiría la replicación, 

pues no hay suficiente NP para encapsidar al ARN viral naciente. De esta manera, se favorece 

la transcripción por sobre la replicación y NP actúa como un regulador de estos procesos. A 

medida que aumenta la concentración de NP, la actividad de L cambia y empieza a funcionar 

como una replicasa, pues logra atravesar las IGR y sintetizar un ARNag (Burri, da Palma et al., 

2012; Pinschewer et al., 2003). Así, el ARNag funciona como molde tanto para la transcripción 

de GPC y Z como para la síntesis de nuevos genomas virales (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Estrategia de transcripción y replicación de JUNV. Una vez infectadas las células, luego del 

desnudamiento del virus, se liberan las RNP al citoplasma y se activa la ARN polimerasa ARN 

dependiente viral (L). L, se une a los extremos 3' de NP y L de los segmentos S y L y comienza la 

transcripción, la cual finaliza al alcanzar las IGR donde se disocia del ARN genómico. L, agrega un 

nucleótido metilado en el extremo 5' (cuadrado celeste) a los transcriptos de manera que pueda ocurrir 

la traducción celular, pues la misma es capp dependiente. Al aumentar la concentración de NP, L, actúa 

como una replicasa y sintetiza el ARN antigenómico completo, el cual sirve como molde tanto para la 

transcripción de GPC y Z como para la síntesis de nuevos genomas virales. Esto demuestra que NP es el 

regulador de los procesos de transcripción y replicación viral. En este caso se muestra el ARN genómico 

correspondiente al segmento S, el ARN antigenómico y los transcriptos de NP y GPC pero el mismo 

mecanismo de transcripción/replicación ocurre para el segmento L. Adaptado (Flint et al., 2015). 

 

4. Las proteínas de JUNV 

Las proteínas de JUNV son: la glicoproteína, la nucleoproteína, la proteína de matriz y la ARN 

polimerasa. Estas 4 proteínas son estructurales ya que forman parte de la estructura del virión 

infectivo. JUNV, no posee ninguna proteína no estructural. 
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4.1. La glicoproteína 

El GPC de los arenavirus es una glicoproteína de fusión tipo I y se expresa como poliproteína. 

Dicha proteína se compone de 3 subunidades: SSP, G1 y G2 ordenadas desde el extremo N-

terminal al extremo C-terminal (Figura 7 arriba). Esta poliproteína se procesa secuencialmente, 

primero, a SSP en su extremo C-terminal, separándolo físicamente del complejo precursor de 

GPC (G1/G2) (Figura 7 centro). Luego, se cliva el extremo C-terminal de G1 dando lugar a las 

subunidades G1 y G2 (Figura 7 abajo). Las 3 subunidades componen el complejo GPC 

trimérico, interactúan entre sí mediante interacciones no covalentes y forman parte del virión 

infectivo (Bederka et al., 2014; York y Nunberg, 2016). 

 

 

Figura 7: Esquema del procesamiento secuencial del GPC de JUNV. Se muestra arriba la poliproteína 

completa y en el centro, los productos del primer clivado: SSP y el precursor del complejo GPC 

constituido por G1 y G2. Abajo, se muestran los productos del segundo clivado:  G1 y G2, más SSP 

producto del primer clivado dando lugar a las 3 subunidades del complejo. La sombra negra muestra el 

dominio transmembrana de G2. Adaptado (Bederka et al., 2014). 

 

Las subunidades están sujetas a distintas modificaciones post-traduccionales. La subunidad 

SSP es blanco de una miristoilación, las subunidades G1 y G2 son glicosiladas mientras que las 

subunidades SSP y G1 son clivadas (Agnihothram et al., 2006; Messina et al., 2012) (Figura 8). 

 

Figura 8: Esquema representativo de la glicoproteína de JUNV. Se muestran los aminoácidos 

numerados que indican las subunidades SSP, G1 y G2. Las modificaciones post-traduccionales son 

glicosilaciones (Y), miristoilación en el aminoácido 2 del SSP y clivaje de los aminoácidos 58 de SSP y 251 

de G1 por acción de las enzimas SPasa y SKI-1/S1P, respectivamente. Los palitos negros señalan 

aminoácidos cisteína. Adaptado (Agnihothram et al., 2006; Messina et al., 2012). 
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Las enzimas que realizan los 2 clivajes secuenciales son enzimas celulares. El clivaje del SSP en 

el aminoácido 58 de su extremo C-terminal, lo realiza la peptidasa señal celular (SPasa) en el 

retículo endoplasmático (RE) (York y Nunberg, 2007a). El complejo G1/G2 de 60 kDa, es clivado 

en el aminoácido 251, en el extremo C-terminal de G1 por acción de la enzima subtilisina 

kexina isoenzima-1/ sitio 1 proteasa (SKI-1/S1P) en el aparato de Golgi. La SKI-1/S1P es una 

proteína anclada a membrana tipo I, posee un dominio transmembrana y una cola 

citoplasmática. Localiza en Golgi -cis, intermedio y -trans. El clivado de las glicoproteínas de 

JUNV se realiza en trans-Golgi mientras que el clivado de los sustratos celulares, ocurre en cis-

Golgi (Burri, Pasqual et al., 2012). 

El SSP contiene una secuencia señal que genera el arresto momentáneo de la traducción y la 

consecuente translocación del complejo de traducción constituido por el ribosoma, ARN viral y 

péptido naciente al RE. Una vez allí, se dirige a Golgi y continúa la vía secretoria hacia la 

membrana plasmática donde se ensamblará y brotará el virión infectivo (Strecker et al., 2003). 

El SSP no es degradado sino que es una subunidad de GPC, proteína estructural viral, de ahí 

proviene su nombre de estable. La presencia de un péptido señal en las partículas virales 

sugiere que el mismo, cumple otras funciones más allá de enviar una proteína a la vía 

secretoria como ha sido demostrado para los virus del ébola y de inmunodeficiencia humana 

(HIV-1) donde el SSP regula el grado de glicosilación o el plegamiento y maduración de las 

glicoproteínas virales, respectivamente (Li et al., 2000; Marzi et al., 2006). El SSP de JUNV es un 

péptido pequeño de 58 aminoácidos de longitud y su peso molecular (PM) es de 5 kilodaltons 

(kDa). Su principal función es la de generar el transporte del complejo trimérico a membrana 

plasmática. Se ha demostrado que en células que expresan el GPC sin SSP disminuyen el 

procesamiento y maduración de GPC, la expresión de GPC en membrana y la actividad 

fusogénica; todo consecuencia de la retención en RE del complejo G1/G2 (Bederka et al., 

2014). SSP presenta 3 dominios: citosólico, núcleo hidrofóbico y ectodominio. El dominio 

citosólico N-terminal de SSP está sujeto a miristoilación, una modificación post-traduccional en 

la que se une covalentemente un grupo miristoilo al aminoácido glicina en la posición 2. Esta 

modificación, es necesaria para sus actividades fusogénicas y de transporte y localización, pues 

permite la interacción de GPC con Z en la membrana plasmática (York y Nunberg, 2016; York et 

al., 2004). Además, SSP posee un núcleo hidrofóbico compuesto por 2 regiones hidrofóbicas 

que comprenden los aminoácidos 18-32 y 41-54, respectivamente. Dichas regiones se insertan 

en la membrana plasmática separadas por un pequeño loop en el ectodominio de SSP que 

contiene en la posición 33 el aminoácido básico lisina (Figura 9). K33 es el aminoácido del SSP 

que regula la actividad fusogénica de G2, pues es sensible a los cambios de pH. A pH ácido, 

induce el cambio conformacional de la partícula viral metaestable en el endosoma tardío, 

disparando así la fusión de las envolturas y generando el desnudamiento de las RNP. 

G1 es la subunidad soluble del complejo glicoproteico, localiza en su totalidad en el exterior de 

la célula y su PM es de 35-40 kDa. Es la subunidad del complejo que interactúa con los 

receptores celulares permitiendo la entrada del virus e iniciando así la infección viral.  

G2 es una proteína transmembrana de 35 kDa de PM. El dominio citosólico de G2 interactúa 

con el dominio citoplasmático C-terminal de SSP a través de 2 motivos zinc finger (Briknarova 

et al., 2011; York y Nunberg, 2007b). Esa interacción podría involucrar una región de G2 que 

contiene 2 motivos dibásicos: KKPT con 2 aminoácidos lisina y RRGH con 2 aminoácidos 
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arginina. Dichos motivos, son secuencias de recuperación en RE, es decir, la proteína puede ser 

transportada a Golgi pero una vez allí es recuperada en una vesícula transportada hacia el RE 

nuevamente. Esta interacción, genera que SSP bloquee esas señales de recuperación y 

continúe el transporte a Golgi, donde ocurre la escisión de G1 de la subunidad G2 y 

posteriormente el transporte del complejo trimérico a la membrana plasmática. Esto 

constituye un mecanismo de control del procesamiento y maduración de las glicoproteínas 

virales (Agnihothram et al., 2006). Por otro lado, la región próxima al dominio transmembrana 

de G2 interactúa con el ectodominio de SSP. Esta interacción regula la actividad fusogénica del 

complejo, pues G2, termina formando una estructura de gran estabilidad constituida por 6 

hélices que genera el acercamiento físico entre la envoltura viral y la membrana del endosoma 

tardío celular y dispara la fusión de las mismas (York y Nunberg, 2009). 

En base a todas las evidencias y estudios realizados sobre SSP, G1 y G2 se propone que el 

complejo glicoproteico es una proteína viral trimérica en la cual las subunidades mantienen 

interacciones no covalentes. SSP posee un dominio citosólico a través del cual interactúa con 

G2 por medio de los motivos zinc-finger de cada subunidad (Briknarova et al., 2011; York y 

Nunberg, 2007b) y posee un pequeño ectodominio en forma de loop que contiene al 

aminoácido lisina 33 responsable de la conformación metaestable pH dependiente del 

complejo y por ende, de su actividad fusogénica (York y Nunberg, 2006). A través de este 

pequeño ectodomonio, SSP, interactúa con la región proximal transmembrana de G2 (York y 

Nunberg, 2009) mientras que su dominio citosólico N-terminal miristoilado está asociado a la 

membrana plasmática. G1 es una subunidad soluble, localizada en su totalidad por afuera de la 

célula y que interactúa con el ectodominio de G2 (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Esquema representativo del complejo glicoproteico de JUNV. Se muestran las subunidades 

G1, G2 y SSP y su disposición respecto de la membrana celular (franja gruesa gris). G2 interactúa a 

través de su dominio citosólico con SSP por medio del motivo zinc finger e interactúa con G1 a través de 

su ectodominio. El punto rojo señalado en el dominio transmembrana de G2, es la mutación que posee 

la cepa atenuada de JUNV Candid#1 una sustitución en la posición 427 de fenilalanina por isoleucina. El 

punto naranja muestra el aminoácido lisina 33, clave en la actividad fusogénica de G2. El dominio 

citosólico N-terminal de SSP miristoilado se asocia con la membrana plasmática. Adaptado (York y 

Nunberg, 2018). 
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4.2. La nucleoproteína 

NP tiene un PM de 60-68 kDa, localiza en citoplasma y es la proteína más abundante, tanto en 

los viriones como en las células infectadas. Es el principal componente de las RNP, las cuales 

dirigen la transcripción de los genes y replicación del genoma. El dominio N-terminal contiene 

un sitio de unión a ARN, a través del cual se une al genoma viral mientras que el extremo C-

terminal contiene un dominio con actividad de exoribonucleasa (Radoshitzky y de la Torre, 

2020). Dicho dominio es el responsable de la inhibición de la respuesta inmune innata pues se 

une al factor nuclear kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) e impide su 

translocación al núcleo, impidiendo así la transcripción de citoquinas proinflamatorias. NP 

interactúa con la proteína de matriz Z a través de su extremo C-terminal y con otras moléculas 

de NP por medio de su extremo N-terminal (Levingston et al., 2011). 

 

4.3. La proteína de matriz  

Z de los Mammarenavirus tiene un PM de 11 kDa. Z posee 3 regiones altamente conservadas: 

un grupo miristoilado en su extremo N-terminal lo cual le permite el anclaje a la membrana 

plasmática y la interacción con las otras proteínas virales; un dominio RING que une 2 iones 

zinc a través de 3 motivos conservados y una región C-terminal con motivos ricos en prolina. Z 

se ensambla por dimerización del dominio RING, lo cual coincide con los reportes que indican 

que Z actúa como un puente entre la RNP y las proteínas de la envoltura viral. Z también está 

involucrada en la supresión de la respuesta inmune por su interacción con los receptores 

retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-I) (Radoshitzky y de la Torre, 2020). 

4.4. La polimerasa   

L es la ARN polimerasa ARN dependiente que forma parte de la RNP. Es la proteína de mayor 

tamaño con 200 kDa de PM. Posee motivos altamente conservados entre virus con genoma de 

ARN con polaridad negativa (Vieth et al., 2004). Los estudios de caracterización de esta 

proteína se han realizado principalmente en LCMV. Un único aminoácido en la polimerasa de L 

(L1079) de la cepa CI13 de LCMV ha demostrado mejorar los niveles de replicación viral 

intracelular, lo que podría explicar la diferencia de las tasas de replicación viral observadas 

entre la cepa ARM y Cl13 de LCMV (Bergthaler et al., 2010).  

 
 

5. Epidemiología de JUNV 

JUNV fue descubierto en 1958 y se lo estableció como el agente etiológico de la FHA (Parodi et 

al., 1958), luego de que la enfermedad haya sido descripta como una nueva patología a 

comienzos de los años 50 (Arribalzaga, 1955). JUNV tiene como reservorio natural principal a 

Calomys musculinus, el ratón colilargo. Este ratón, habita en las provincias de Buenos Aires, 

Córdoba, Santa Fe, Entre Ríos y La Pampa, por este motivo, esta es la región de incidencia de la 

enfermedad.  

JUNV genera infecciones persistentes, a menudo asintomáticas en su hospedador reservorio. 

La transmisión horizontal a través de encuentros agresivos entre roedores adultos machos, es 
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el principal mecanismo de persistencia del virus en la naturaleza debido a la alta carga viral en 

la saliva de los ratones. La transmisión vertical podría contribuir al mantenimiento del virus 

cuando disminuye el número de individuos en la población de roedores. La prevalencia de la 

infección con JUNV en roedores es del 10,9% en regiones endémicas y del 0,2% en regiones no 

endémicas (Radoshitzky y de la Torre, 2020). 

 

5.1. Fiebre hemorrágica Argentina 

La FHA es una enfermedad estacional, la cual ocurre con mayor frecuencia durante la época de 

cosecha del maíz. Durante estas épocas es cuando hay mayor probabilidad de aparición de 

brotes de infección. Los trabajadores rurales son los que se contagian principalmente cuando 

inhalan las partículas virales aerosolizadas provenientes de las excretas del ratón en el suelo o 

por contacto directo de la piel lacerada con las excretas, al realizar la cosecha manual.  

La prevalencia de la FHA es del 4,7-12,3% en las regiones endémicas y del 0,44% en regiones 

no endémicas. La falta de tratamiento de la enfermedad hace que alcance una tasa de 

mortalidad del 20-30% (Radoshitzky y de la Torre, 2020). 

En 2020, se reportó el caso de una mujer santafesina que salió a correr en la ruta cercana a su 

domicilio donde presumiblemente se contagió. Posteriormente, viajó a Bélgica donde fue 

diagnosticada con FHA (Veliziotis et al., 2020). La mujer no estaba vacunada pero el 

tratamiento con ribavirina y favipiravir, le permitió recuperarse de la enfermedad. Si bien 

ninguno de los pasajeros del vuelo mostró síntomas de la enfermedad, este caso despertó 

interés mundial. 

 

5.1.2. Cuadro clínico de la enfermedad 

5.1.2.1. Patogénesis 

JUNV ingresa al organismo de las personas, típicamente en forma de aerosoles los cuales se 

depositan en el pulmón, allí ocurre la replicación viral inicial. La infección en las etapas 

tempranas de células presentadoras de antígenos, células dendríticas y macrófagos, facilitan el 

acceso del virus al sistema linfático y la consecuente infección sistémica. JUNV puede replicar 

en hígado, riñones, pulmones, glándulas adrenales y corazón. Este virus, no desencadena una 

"tormenta de citoquinas" que puede alterar la integridad del endotelio vascular pero sí es 

capaz de replicar en este tejido y eso es lo que produce las hemorragias. 

5.1.2.2. Desarrollo de la enfermedad y sintomatología 

La FHA tiene un período de incubación de 1-2 semanas, seguido de una fase caracterizada por 

fiebre y malestar, cefalea, mialgia, dolor epigástrico y anorexia. Luego de 2-4 días los síntomas 

se vuelven más severos e incluyen mareo, fotofobia, dolor retro-ocular y/o desorientación. Los 

síntomas iniciales de daño vascular pueden aparecer en esta etapa temprana. En la segunda 

semana de la enfermedad, del 20-30% de los pacientes desarrolla síntomas hemorrágicos, 

sangrado de mucosas y en sitios de punción con agujas; neurológicos como convulsiones y 
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temblores y menos frecuentemente delirio, coma, encefalitis y meningoencefalitis o 

infecciones bacterianas secundarias. A los 7-12 días del comienzo de la FHA y después del 

shock, se produce el deceso.  

Los análisis de laboratorio muestran leucopenia, trombocitopenia y anomalías inespecíficas en 

el electrocardiograma mientras que las radiografías de tórax son normales si no existen 

infecciones secundarias. Los pacientes que se recuperan durante la segunda semana de FHA 

muestran la aparición de anticuerpos neutralizantes. La convalecencia perdura varias semanas 

con poliuria, fatiga, alopecia y mareos (Radoshitzky y de la Torre, 2020). 

 

5.1.3. Prevención y tratamiento de la FHA 

5.1.3.1. Vacunas  

En 1992, se dispuso de una vacuna a virus atenuado de JUNV, Candid#1, para la población de 

riesgo (Enria y Barrera Oro, 2002; Enria et al., 2008). La cepa de JUNV Candid#1 es una cepa 

atenuada que proviene de un aislamiento de paciente infectado con JUNV con cuadro clínico 

grave, la denominada cepa XJ. Dicha cepa se atenuó a través de pasajes seriados en cobayos, 

cerebros de ratón y la línea celular de pulmón de mono rhesus fetal (FRhL- 2) y resultó tener 

efecto protector contra la infección de JUNV letal (McKee et al., 1993). La vacuna demostró ser 

segura y eficaz (Maiztegui et al., 1998). La vacunación generó anticuerpos neutralizantes 

contra JUNV (Enria et al., 1984; Sánchez et al., 1989) y es fabricada desde entonces en el 

Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. JI Maiztegui”, Pergamino, Argentina. 

La atenuación de la virulencia en la cepa Candid#1 se debe a una mutación que ocurrió en el 

pasaje en la línea celular FRhL-2. Esa mutación ocurrió en el dominio transmembrana de la 

subunidad G2 del GPC y se trató de una sustitución de fenilalanina por isoleucina en la posición 

427 (Figura 9) (Albariño et al., 2011; Ambrosio et al., 2011; Seregin et al., 2015; York y 

Nunberg, 2018). Esta mutación, F427I, desestabiliza la conformación metaestable del complejo 

glicoproteico disparando la transición del mismo a una conformación fusogénica a pH neutro, 

cuando debería ser ácido. 

5.1.3.2. Tratamientos 

Existe un tratamiento disponible en el caso de que una persona no vacunada se infecte. Se 

trata de la administración de suero de pacientes convalecientes que contiene anticuerpos 

neutralizantes de G1 de JUNV (Enria et al., 1984; Sánchez et al., 1989). Al ser neutralizantes, los 

anticuerpos se unen a G1 de JUNV y bloquean su interacción con el receptor impidiendo la 

entrada a las células y por ende la infección viral. El uso de plasma de pacientes convalecientes 

en personas infectadas, tiene éxito si es suministrado en etapas tempranas de la infección y en 

ese caso genera una reducción de la tasa de mortalidad del 30% al 3%. El problema radica en 

que las reservas disminuyen y son cada vez más escasas. 

El fármaco antiviral que se emplea contra los Mammarenavirus es la ribavirina, análogo de 

nucleósido, el cual es sólo eficaz si es administrado en etapas tempranas de la infección pues 

su blanco es la replicación viral. Por otro lado, puede producir efectos secundarios severos 
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incluyendo anemia y desórdenes congénitos (Burri, da Palma et al., 2012; Radoshitzky y de la 

Torre, 2020). 

6. Respuesta inmune innata: la respuesta frente a la infección viral 

Las infecciones virales desencadenan la respuesta al interferón de tipo I (IFN I). Los genomas 

virales constituyen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) y son detectados por 

los receptores de reconocimiento de patrones (PRR).  

Los Toll-like receptors (TLR) 3, TLR-3, son PRR que reconocen ARN doble cadena (ARNdc) y 

activan a la proteína TIR domain containing adapter inducing interferon β (TRIF). 

Los PRR, RIG-I y melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5) pertenecen a la familia de 

los receptores tipo RIG (RLR) citoplasmáticos, los cuales sensan ARNdc. En caso de detección 

de ARNdc, estos RLR activan al factor estimulador del promotor de IFN (IPS-1).  

El estimulador de genes de interferón (STING) es un PRR que localiza en RE y detecta 

dinucleótidos cíclicos y ADN doble cadena (ADNdc) citoplasmático, respectivamente.  

La interacción PAMP-PRR en todos los casos culmina con la fosforilación del factor regulador 

de IFN 3 (IRF3), activado por IPS-1, TRIF y/o STING. IRF3 una vez fosforilado, transloca al núcleo 

donde induce la transcripción de los genes de IFN α/β (Prike et al., 2017) (Figura 10). 

 

Figura 10: Vías de activación del IFN I. La detección de PAMP virales por los PRR culminan con la 

fosforilación de IRF3, el cual transloca al núcleo e induce la transcripción de los genes de IFN α/β. STING 

actúa tanto como PRR de los PAMP dinucleótidos cíclicos y ADNdc citoplasmático como activador 

directo de IRF3 mientras que los PRR RIG-I/MDA5 y TLR-3 detectan ARNdc y activan indirectamente a 

IRF3 a través de IPS-1 y TRIF, respectivamente. 
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Las moléculas de IFN sintetizadas de novo, son secretadas al medio extracelular y se unen al 

receptor de IFN α/β (IFNAR), actuando de manera autócrina o parácrina, ya sea sobre la misma 

célula que lo secretó o sobre células vecinas. La unión ligando-receptor activa la vía de las 

Janus kinase (JAK) que fosforila a los signal transducer and activator (Stat) 1 y 2. Este 

heterodímero, recluta a IRF9 y forman el complejo factor de crecimiento 3 estimulado por IFN 

(ISGF3), el cual transloca al núcleo. Una vez allí, se une a los elementos de respuesta 

estimulados por IFN (ISRE) ubicados en los promotores de los genes estimulados por IFN (ISG) 

e induce la transcripción. La expresión de los distintos ISG genera un estado antiviral en la 

célula (Sa Ribero et al., 2020) (Figura 11). 

La respuesta de IFN I debe estar finamente regulada. Por un lado, porque induce la expresión 

de ISG y algunos de ellos regulan el metabolismo celular a nivel de la degradación de ARN, del 

arresto traduccional y la apoptosis. Todo esto podría alterar la bioquímica celular en 

detrimento de la célula. Por otro lado, si bien se necesita de una respuesta robusta de primera 

línea de defensa, una desregulación o prolongación en el tiempo de la respuesta de IFN I 

podría conducir a enfermedades inflamatorias como las enfermedades autoinmunes (Sa 

Ribero et al., 2020). 

 

 

Figura 11: Infección viral, expresión de IFN I e inducción de los ISG. La infección viral activa la vía de 

RIG-I/MDA5 que culmina con la fosforilación de IRF3 y su consecuente translocación al núcleo donde 

induce la transcripción de los genes de IFN I (α/β). El ARNm de IFN α/β se traduce y las proteínas son 

secretadas al medio extracelular. Allí, reconocen a su receptor, IFNAR, se unen y activan la vía de las JAK, 

la cual induce la formación del heterodímero Stat1/Stat2 fosforilado. Este heterodímero recluta a IRF9 y 

forman el complejo ISGF3. Dicho complejo transloca al núcleo, reconoce a los ISRE de los ISG, se une e 

induce así su transcripción. Adaptado (Sa Ribero et al., 2020). 
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Los ISG codifican para proteínas con distintas funciones que van desde la inhibición de la 

replicación viral directa hasta el reclutamiento y activación de células del sistema inmune. Una 

respuesta robusta, a tiempo y localizada del IFN I es necesaria como primera línea de defensa 

contra la infección viral porque promueve la eliminación del virus, induce la reparación del 

tejido y dispara la respuesta inmune adaptativa (Sa Ribero et al., 2020). 

Los ISRE de los ISG son regulados por el complejo ISGF3 de la vía del IFN y por una vía 

independiente del IFN que involucra a los factores IRF3 e IRF7 (Figura 12). En este caso, se ha 

reportado que el PRR MDA5 al detectar ARNdc, activa a IPS-1 quien activa a su vez a la 

proteína tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain (TRADD) quien induce 

la fosforilación de IRF3 e IRF7 sin que haya IFN involucrado (Bowie y Unterholzner, 2008). 

 

 
Figura 12: Regulación de la expresión de los ISG por los ISRE. La expresión de los ISG ocurre por la vía 

del IFN I, a través del complejo ISGF3 o mediante una vía independiente del IFN I, mediada por los 

factores IRF3 e IRF 7. En ambos casos, el complejo ISGF3 o IRF3 e IRF7 fosforilados, translocan al núcleo 

donde se unen a los ISRE en el promotor de los ISG. 

 

7. La proteína celular VIP y su función antiviral 

7.1. Descubrimiento de la proteína celular VIP 

A fines de los años 90 y comienzo de los 2000, hubo un auge de los análisis de expresión 

diferencial de genes a nivel de ARNm en respuesta a distintos estímulos. Algunos de los 

estímulos más estudiados fueron las infecciones virales y el tratamiento con IFN I. Es así que en 

1997 reportaron la existencia de un gen que se expresa en respuesta a IFN I y a la infección por 

el citomegalovirus humano (HCMV) en células humanas, al que denominaron cytomegalovirus 

inducible gene (cig). Obtuvieron una secuencia parcial a través de los transcriptos cig-5 y cig-33 

(Zhu et al., 1997). En 1999, se describió la existencia de un gen que se expresa en respuesta a 

IFN I y a la infección por el virus de la septicemia hemorrágica (VHSV) en peces, al que 

denominaron VHSV induced gene number 1 (vig-1). Este gen resultó ser homológo al cig-5 

humano y poseer un motivo de cisteínas conservado, el cual pertenece a la familia de 

proteínas molybdenum cofactor biosynthesis protein A (MoaA) (Boudinot et al., 1999). En 
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2000, un grupo informó la existencia de un gen homólogo a cig-5 y vig-1, en ratas al que 

denominó bone-expressed sequence tag 5 (best 5) (Grewal et al., 2000). Ese mismo año, otro 

grupo reportó la existencia de un gen que se expresó en ratones, en respuesta a IFN I y a la 

infección por el virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el virus de la pseudorabia (PrV) al que 

denominaron mvig-1. Dicho gen es el homólogo en ratones, a vig-1, cig-5 y best5. Posee un 

motivo de cisteínas perteneciente a la familia de proteínas MoaA y una secuencia en el 

extremo C-terminal altamente conservada (Boudinot et al., 2000). En 2001, al tratar con IFN I 

(α/β), IFN II (ϒ) o infectar con HCMV a células humanas obtuvieron la secuencia completa del 

gen cig-5 al que denominaron virus inhibitory protein endoplasmic reticulum-associated 

interferon inducible (viperin/VIP) (Chin y Cresswell, 2001).  

 

7.2. VIP: gen, transcripto y proteína 

VIP es un gen de 20.463 pb cuyo locus se ubica en el brazo petit del cromosoma 2 humano, en 

la banda 5, sub banda 2 (2p25.2) según genoma de referencia del consorcio humano 

GRCh38/hg38 (GRCh38p.12, GCA_000001405.27) (Universidad de California Santa Cruz [UCSC], 

2021). El ARNm de mayor longitud ENST00000382040.4 (Laboratorio de Biología Molecular 

Europeo [ENSEMBL], 2021) codifica para una proteína de 361 aminoácidos y de 42 kDa de PM 

(Chin y Cresswell, 2001).  

VIP posee 3 dominios (Figura 13): 

*Dominio N-terminal (1-70): contiene una α-hélice anfifílica en los primeros 42 aminoácidos; 

los aminoácidos hidrofóbicos se ubican hacia el interior de la hélice mientras que los 

aminoácidos polares se localizan en la cara exterior de la misma. Dicha α-hélice es necesaria y 

suficiente para su localización en RE del lado citoplasmático, de lo contrario su localización es 

citosólica. Además, induce curvatura de membrana y permite la asociación a membranas de 

otras organelas como mitocondrias y lipid droplets (LD) (Hinson y Cresswell, 2009a; Hinson y 

Cresswell, 2009b; Seo et al., 2011a). Este dominio de VIP es el más variable entre especies y 

posee un motivo leucine zipper 1-76, que regula el correcto plegamiento de la proteína y le 

permite interactuar con otras proteínas (Chin y Cresswell, 2001). 

*Dominio central (71-182): contiene al dominio radical SAM, de ahí su otra denominación, 

radical SAM domain-containing 2 (RSAD2). Esta región, está muy conservada entre especies y 

posee un motivo con 3 aminoácidos cisteína CxxxCxxC en las posiciones 83-90, involucrado en 

la coordinación del grupo redox [4Fe-4S]. Su actividad enzimática se demostró a través de 

análisis de espectroscopía, cromatografía líquida de alta resolución y espectrometría de masas 

(Chan et al., 2008; Duschene y Borderick, 2010; Rivera-Serrano et al., 2020; Shaveta et al., 

2009). Posee 2 sitios de N-glicosilación en las regiones 121-124 y 157-160 lo cual favorecería su 

degradación vía proteasoma (Chan et al., 2008). 

*Dominio C-terminal (183-361): este dominio está altamente conservado entre especies. 

Posee un aminoácido triptófano en la posición 361. A través de este dominio VIP puede 

dimerizar en RE lo que induce la formación de un RE cristaloide, muy compacto y altamente 

organizado (Hinson y Cresswell, 2009a). 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000134321;r=2:6865806-6898239;t=ENST00000382040
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Figura 13: Esquema de los 3 dominios de VIP. El dominio N-terminal contiene una α-hélice, constituida 

por los primeros 42 aminoácidos de los 70 que involucran dicha región y es la estructura que determina 

la localización en RE del lado citosólico. La región central comprende los aminoácidos 71 a 182 y 

contiene el dominio radical SAM con actividad enzimática. El dominio C-terminal está constituido por los 

aminoácidos 183 a 361 y es una región muy conservada con un aminoácido triptófano en la posición 

361. 

 

7.3. Inducción de VIP y actividad antiviral 

VIP es una proteína inducible por IFN I y II, infecciones virales, ARNdc, ADNdc tipo B, poli (I:C) y 

lipopolisacárido. La inducción de VIP puede ser mediada por IFN a través del complejo ISGF3 o 

directa, regulada por IRF-3 (Seo et al., 2011b). VIP también se expresa constitutivamente de 

manera tejido-específica en hígado, corazón y tejido adiposo blanco y pardo sin ningún tipo de 

estímulo, en ratones libres de patógenos y gérmenes (Eom et al., 2019). Los análisis de 

transcriptoma humano revelan que los transcriptos son ubicuos y tienen una alta expresión en 

tejido adiposo. VIP a nivel proteína está presente en la mayoría de los tejidos con un alto nivel 

de expresión en estómago, duodeno, hígado, páncreas y epidídimo y un nivel medio en tejido 

adiposo, pulmones, riñones, piel y tejidos endócrinos. Se expresa en niveles muy bajos en 

cerebro y nulos en ojo y sangre (Atlas de las Proteínas Humanas [Protein Atlas], 2021). 

La inducción de VIP por infecciones virales o por la misma acción del IFN, sugería una función 

antiviral, la cual se demostró por primera vez contra el HCMV (Chin y Cresswell, 2001) y luego 

frente al virus de la hepatitis C (HCV) (Helbig et al., 2005).  

El primer mecanismo de acción descripto para VIP, fue el de inhibición de la brotación viral en 

membrana plasmática del virus influenza A (IAV) y más tarde de los virus HIV y de la rabia 

(RABV). En todos los casos, VIP interactúa e inhibe a la enzima farnesil difosfato sintasa (FPPS), 

involucrada en la síntesis de isoprenoides como el FPP, precursor del colesterol. La 

disminución del colesterol en membrana desestabiliza a los LR, alterando así los sitios de 

ensamblado y brotación viral (Nasr et al., 2012; Tang et al., 2016; Wang et al., 2007). 

Por otro lado, VIP es capaz de inhibir la replicación viral por interacción con proteínas virales o 

por terminación de la replicación del genoma viral. 

VIP interactúa con distintas proteínas a través de su dominio C-terminal ya sean celulares o 

virales e inhibe así la replicación viral. En el caso del HCV, VIP interactúa tanto con la proteína 

integral de RE hVAP-33 (VAP-A) como con la proteína viral NS5A lo cual impide su unión y 
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previene la formación de complejos de replicación (Helbig et al., 2011; Wang et al., 2012). El 

virus del dengue, serotipo 2 (DENV-2) induce la expresión de VIP que colocaliza con NS3 y el 

ARN viral. Interactúa con NS3 a través de su extremo C-terminal impidiendo así la formación 

de complejos de replicación virales (Helbig et al., 2013). VIP inhibe la síntesis del genoma del 

virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) pues al localizar en RE, interactúa con 

la proteína celular cytosolic iron-sulfur assembly component 1 (Ciao1) necesaria para la 

formación de los clusters [4Fe-4S] del dominio radical SAM. Este dominio es el responsable de 

su actividad antiviral ya que la mutación del aminoácido triptófano 361 o de las 3 cisteínas del 

dominio radical SAM la anulan (Upadhyay et al., 2014). El dominio N-terminal de VIP, le 

confiere actividad antiviral, pues interactúa con la proteína 2C del enterovirus A71 (EVA71) en 

el RE e inhibe la replicación viral (Wei et al., 2018). 

El rol intrínseco de VIP en la replicación viral se empezó a investigar cuando se descubrió que 

el locus de VIP localiza río abajo del locus de la enzima citidina/uridina monofosfato quinasa 2 

(CMPK2) en el cromosoma 2 humano. Además, se demostró que el tratamiento con IFN genera 

la cotranscripción de ambos genes. CMPK2 es una enzima mitocondrial que cataliza la 

fosforilación ATP dependiente, de los nucleósidos monofosfato UMP y CMP a los nucleósidos 

difosfato UTP y CTP, principalmente (Xu et al., 2008). Recientemente, se demostró que VIP 

podría inhibir directamente la replicación de varios flavivirus. A través de su dominio radical 

SAM, el cluster [4Fe-4S] cataliza la conversión de la citidina trifosfato (CTP) a 3'-deoxi-3'-,4'-

didehidro-CTP (ddhCTP), sustrato de las ARN polimerasas ARN dependientes. El ddhCTP 

actuaría como un terminador de cadena ya que carece de un grupo oxhidrilo libre en su 

extremo 3', necesario para generar el enlace fosfodiéster entre los nucleótidos, finalizando así 

la polimerización de los mismos. Esta actividad antiviral la demostraron frente a la infección 

con el virus Zika (ZIKV) in vitro. CMPK2 se coexpresa junto con VIP y su función sería la de 

proveer CTP suficiente para la síntesis de ddhCTP (Gizzi et al., 2018). Estudios posteriores 

sugieren que, si bien CMPK2 mitocondrial cataliza la síntesis de UMP y CTP y que VIP es la 

proteína que cataliza la conversión a ddhCTP, este nucleótido no actúa como terminador de 

cadena sino que altera la concentración de nucleótidos disponibles en el citosol. El cambio en 

la disponibilidad de nucleótidos altera el metabolismo mitocondrial: reduce las tasas de 

respiración mitocondrial y de consumo de aminoácidos como fuente de carbono. En definitiva, 

proponen una hipótesis que unifica las evidencias hasta el momento: VIP a través de su 

dominio radical SAM, alteraría el metabolismo celular lo cual interfiere directa o 

indirectamente con la respiración mitocondrial, inhibiendo la replicación viral (Ebrahimi et al., 

2020).  

VIP ejerce la actividad antiviral contra otros virus como el West Nile (WNV) restringiendo la 

infección de manera tejido específica (Szretter et al., 2011). Además, se ha reportado que 

inhibe la replicación del virus Chikungunya y el dominio N-terminal es esencial para su función 

(Teng et al., 2012). 

VIP induce la degradación vía proteasoma de la proteína NS3 de los flavivirus TBEV y ZIKV 

(Panayiotou et al., 2018), la cual es necesaria para la replicación viral. VIP también puede ser 

degradada vía proteasoma, contrarrestando así su actividad antiviral. La infección de células 

humanas con el virus de la encefalitis japonesa (JEV) induce la expresión de VIP: altos niveles 

de ARNm pero bajos niveles de expresión proteica. Esto se debe a que VIP es degradada en 
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proteasoma durante todo el ciclo de multiplicación de JEV, lo cual explica los niveles modestos 

de actividad antiviral (Chan et al., 2008). Esto ocurre también en células epiteliales murinas; 

VIP se expresa constitutivamente y luego es acetilada y poliubiquitinada por el complejo 

UBE4A lo cual genera su degradación en proteasoma. Frente a la infección viral o tratamiento 

con IFN, se expresan péptidos que interfieren con UBE4A, rescatan los niveles de expresión 

proteicos de VIP y vuelven a los ratones más resistentes a las infecciones virales (Yuan et al., 

2020). 

La liberación de viriones no infectivos con cápsides vacías, ha sido reportada como otra 

actividad antiviral de VIP, frente a la infección con TBEV. VIP interactúa con la proteína celular 

golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor 1 (GBF-1), clave en la 

vía secretoria. Dicha interacción afecta el ensamblado de partículas virales, aumentando la 

liberación de viriones envueltos que carecen del genoma viral, disminuyendo así la producción 

de partículas virales infectivas (Vonderstein et al., 2017). 

 

Figura 14: Mecanismos de acción antiviral de VIP. VIP genera la degradación vía proteasoma de la 

proteína viral NS3 de ZIKV y DENV mientras que el JEV provoca que VIP se degrade en proteasoma. 

Además, inhibe la brotación viral al desestabilizar a los LR de IAV, HIV y RABV. Inhibe la replicación viral 

al interactuar con las proteínas virales impidiendo así su interacción con las proteínas de la célula 

hospedadora (HCV, DENV, TEBV, EVA71) o al disminuir la disponibilidad de nucleótidos celulares 
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afectando el metabolismo mitocondrial (flavivirus). Por otro lado, VIP puede generar la inhibición de 

GBF-1 y producir la liberación de viriones no infectivos con cápsides vacías, durante la infección con 

TBEV. Adaptado (Rivera-Serrano et al., 2020).  

 

Nuestro laboratorio, demostró por primera vez que VIP posee actividad antiviral contra el 

arenavirus JUNV.  La sobreexpresión de VIP durante la infección con JUNV afecta el patrón de 

expresión de GPC en membrana, pasando de ser homogéneo y anular a heterogéneo y puntual 

(Peña Cárcamo et al., 2018). 

En síntesis, VIP, ejerce una actividad antiviral contra un amplio rango de virus. Se ha descripto 

su actividad antiviral contra HCMV, HCV, IAV, HIV-1, RABV, DENV, TBEV, ZIKV, WNV, 

Chikungunya, JEV y JUNV. Su amplio espectro antiviral puede deberse a los distintos 

mecanismos que emplea para combatir las infecciones virales (Rivera-Serrano et al., 2020) 

(Figura 14). 

 

7.4. VIP es una proteína celular con múltiples funciones 

Las funciones que desarrolla VIP, dependen del tipo celular en el que se expresan. Posee 

actividad antiviral tal como se ha descripto, regula el metabolismo celular y media las vías de 

señalización, inhibiendo o estimulando la respuesta a IFN induciendo o no, así, la expresión de 

los ISG.  

VIP regula el metabolismo celular a través de distintos métodos. Dicha proteína regula el 

metabolismo de los lípidos y de la mitocondria. VIP inhibe a la enzima FPPS por lo cual 

disminuye la síntesis de colesterol principalmente, aumentando la fluidez de la membrana 

plasmática (Wang et al., 2007). En adipocitos, regula la termogénesis: inhibe la β-oxidación de 

ácidos grasos en mitocondrias y por ende la termogénesis, inhibiendo así el aumento de 

temperatura corporal en ratones libres de patógenos y gérmenes (Eom et al., 2019). También 

regula el metabolismo mitocondrial, al modular las tasas de respiración y de oxidación de 

aminoácidos disminuyendo la concentración de nucleósidos monofosfato (Ebrahimi et al., 

2020). 

Por otro lado, reportaron por primera vez que VIP produce una modificación post-traduccional 

sobre sustratos celulares. Esta proteína celular, produce la oxidación de los aminoácidos 

metionina de las helicasas celulares minichromosome maintenance complex component 7 

(MCM7) una ADN helicasa y RIG-I, una ARN helicasa. Dichas modificaciones, aumentan su 

estabilidad y promueven su expresión. En el caso de RIG-I esto tiene una función directa sobre 

su capacidad de sensado y señalización en la respuesta inmune ya que es un PRR de ARNdc y 

activa la vía del IFN I (Bai et al., 2019). 
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8. La proteína celular GBF-1 y su función proviral 

8.1. La vía secretoria y GBF-1 

Los virus dependen de su hospedador para su multiplicación. La eficacia de la multiplicación 

viral, depende a su vez de la interacción dinámica virus-hospedador. Las infecciones virales 

pueden alterar la arquitectura y fisiología celular, pues la célula hospedadora constituye una 

plataforma estructural para la replicación y ensamblado viral, no provee únicamente sustratos 

para el metabolismo viral (Hsu et al., 2010).  

Parte de esa interacción virus-célula, la constituye la maduración de las glicoproteínas virales a 

través de la vía secretoria que involucran al RE, Golgi y membrana plasmática. Existen 3 tipos 

de vesículas de transporte, según cuál sea la proteína que la recubre: coatomer protein I 

(COPI), COPII o clatrina (Kirchhausen et al., 2000). COPI facilita el transporte interno entre las 

cisternas del Golgi así como el transporte retrógrado desde el Golgi al RE. Además de su 

función canónica, COPI participa de la maduración de los endosomas tempranos, fagosomas, 

peroxisomas y LD. COPII regula el transporte anterógrado del RE al Golgi. Las vesículas 

recubiertas por clatrina modulan el transporte desde el Golgi a la membrana plasmática y 

entre la membrana y los endosomas (Martínez y Arias, 2020). Cabe destacar que existe un 

compartimento intermedio entre el RE y el Golgi, una estructura membranosa que se 

denomina endoplasmic reticulum-golgi intermediate compartment (ERGIC) (Figura 15). 

 

 

 

Figura 15: Transporte de vesículas en la vía secretoria. Se muestran los roles de las proteínas COPI, 

COPII y clatrina en el transporte de vesículas entre RE, Golgi, endosomas y membrana plasmática. 

Adaptado (Martínez y Arias, 2020). 

 

 



43 
 

La formación de vesículas tipo COPI está regulada por la proteína ADP-ribosylation factor 1 

(Arf1), una pequeña GTPasa que pertenece a una familia de proteínas altamente conservadas. 

El ciclo de estas proteínas involucra dos formas: citosólica, unida a GDP e inactiva o asociada a 

membrana, unida a GTP, activa. Arf1 y Arf3 son las isoformas más abundantes. Arf1 localiza en 

Golgi, está presente en todas las células eucariotas y es activada por GBF-1 (Figura 16). 

 

Figura 16: Formación de vesículas COPI. Arf1-GDP se asocia con GBF-1 quien promueve el intercambio 

de GDP por GTP generando la forma activa de Arf1, Arf1-GTP (paso 1). Esta activación induce un cambio 

conformacional en Arf1 que expone un grupo miristoilo a través del cual se asocia a la membrana del 

Golgi (paso 2). Arf1-GTP recluta a las 7 subunidades de COPI y a ArfGAP1 (paso 3), formándose así el 

complejo Arf1-GTP-COPI-ArfGAP1, el cual promueve la unión y concentración de distintos cargos (paso 

4) e induce la curvatura de la membrana para formar una vesícula (paso 5). La vesícula completa brota 

de la membrana recubierta por COPI (paso 6). Luego, ArfGAP1 estimula la actividad GTPasa de Arf1-GTP 

que hidroliza el GTP desensamblado el complejo, liberando a Arf1-GDP, las subunidades de COPI y 

ArfGAP1, desnudando así a la vesícula (paso 7). Adaptado (Martínez y Arias, 2020). 

 

8.2. GBF-1: gen, transcripto y proteína 

GBF-1 es un factor intercambiador de guanina (GEF) que localiza en cis-Golgi. El locus de GBF-1 

está en el cromosoma 10 humano y su posición es q24.32 (UCSC, 2021). El ARNm de mayor 

longitud ENST00000676513.1 (ENSEMBL, 2021), codifica para una proteína de expresión ubicua 

en tejidos, de 1.859 aminoácidos de longitud y de 206 kDa de PM. Esta proteína presenta 6 

dominios. Además del dominio catalítico Sec7, contiene 5 dominios no catalíticos. El dominio 

N-terminal de dimerización y unión a ciclofilina (DCB) genera homodimerización mientras que 

el dominio de homología río arriba de Sec 7 (HUS) interactúa con DCB ya sea intra o 

intermolecular. Río abajo del dominio Sec7 se ubican los 3 dominios C-terminal (HDS1-3) 

(Martínez y Arias, 2020) (Figura 17). 

 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000107862;r=10:102245371-102382899;t=ENST00000676513
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Figura 17: Dominios de GBF-1. Posee un dominio catalítico Sec7 con actividad de intercambio de 

guanina, 2 dominios de dimerización DCB y HUS y 3 dominios C terminal HDS1-3. Se muestran los 

aminoácidos involucrados en cada dominio. Adaptado (Martínez y Arias, 2020). 

 

8.3. GBF-1 también es una proteína celular con múltiples funciones 

Más allá de su función en el transporte vesicular, la degradación de GBF-1 regula la 

citoquinesis y desensamblado del Golgi durante la división celular (Magliozzi et al., 2018). GBF-

1 también actúa a nivel de LD y mitocondria, como así también en la endocitosis 

independiente de clatrina y la quimiotaxis de neutrófilos (Kaczmarek et al., 2017). 

Las funciones de GBF-1 se descubrieron a través del uso de inhibidores como la toxina fúngica 

Brefeldina A (BFA) y el Golgicida A (GCA). Ambos compuestos generan la fusión del cis-Golgi 

con el RE y la inhibición del transporte de vesículas entre ambos compartimentos aunque BFA, 

genera una inhibición irreversible que resulta tóxica para la célula. GCA es una pequeña 

molécula, de gran eficacia y de acción reversible rápida que inhibe a GBF-1. Se une a un loop 

de un tripéptido en el dominio Sec7 de GBF-1, generando la inhibición específica de GBF-1 sin 

efectos off target ya que ese bolsillo no lo poseen otras Arf1 GEF. La inhibición de GBF-1 

disminuye la activación de Arf1, arresta la secreción de proteínas solubles y asociadas a 

membrana y disminuye el transporte retrógrado de Golgi al RE por COPI al generar el 

desensamble del Golgi (Sáenz et al., 2009). 

 

8.4. GBF-1 y su actividad proviral 

La inhibición de GBF-1, permitió descubrir las funciones que cumple durante las infecciones de 

virus con genoma de ARN de distintas familias: Flaviviridae, Orthomyxoviridae, Reoviridae y 

Arenaviridae (Martínez y Arias, 2020). 

La replicación de los flavivirus, con genoma ARN simple cadena de polaridad positiva ocurre en 

paquetes vesiculares que derivan de membranas del RE, las cuales se emplean como 

plataformas de replicación. GBF-1 favorece la replicación viral de DENV ya que interactúa con 

NS5, la ARN polimerasa ARN dependiente. Se desconoce el mecanismo específico aunque 

podría favorecer la formación de las estructuras de replicación. Por otro lado, GBF-1 

contribuye al reclutamiento de la proteína C de la cápside a los LD a través del transporte 

vesicular mediado por GBF1-Arf1-COPI (Iglesias et al., 2015; Vonderstein et al., 2017). 

En el caso de IAV, un orthomixovirus de ARN simple cadena de polaridad negativa, GBF-1 

regula el transporte de las proteínas HA, NA y M2 y de las ribonucleoproteínas a la membrana 

plasmática (Sun et al., 2013; Yadav et al., 2016). Además, interactúa con la proteína M2, la cual 

podría secuestrar a GBF-1 de su rol en la vía secretoria para favorecer el transporte de dichas 
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proteínas a través de la red tubulada del RE, pues la infección con IAV produce el 

desensamblado del Golgi (Watanabe et al., 2014; Yadav et al., 2016).  

La infección de los rotavirus, pertenecientes a la familia Reoviridae, con genoma ARN doble 

cadena, también se ve favorecida por GBF-1. La inhibición de esta proteína mediante GCA o el 

silenciamiento del gen de GBF-1, reduce significativamente la producción de nuevas partículas 

virales. Dicha reducción se debe al bloqueo del transporte de las proteínas VP7 y VP4, 

impidiendo así la maduración de los viriones en el RE y el ensamblado de las partículas virales 

(Martínez et al., 2019). 

La multiplicación del arenavirus LCMV, con genoma ARN de simple cadena de polaridad 

negativa, depende de la actividad de GBF-1. La inhibición de la expresión del ARNm de GBF-1, 

mediante el uso de ARN de interferencia o directa sobre GBF-1 por uso de BFA o GCA, 

disminuye la expresión de las proteínas de LCMV. Dado que el silenciamiento de Arf1 también 

reduce la expresión de las proteínas virales, el rol de GBF-1 podría estar relacionado al 

transporte de vesículas COPI (Panda et al., 2011). 

Recientemente, se ha demostrado a través de estudios de interactoma e interacción in vitro, 

que GBF-1 interactúa con VIP. Dicha interacción produce la inhibición de GBF-1, generando así 

un aumento de la producción de viriones no infectivos (Vonderstein et al., 2017). Esto revela 

funciones antagónicas entre VIP y GBF-1 durante la infección viral. 

 

9. Variantes de VIP en la población y su relevancia clínica 

9.1. Variantes poblacionales de VIP 

Los genes poseen distintos alelos a nivel poblacional, es decir, variantes que difieren en la 

secuencia nucleotídica ya sea en la región codificante o no codificante. Las mutaciones 

puntuales generan variantes de un único nucleótido o single nucleotide variants (SNV). Las 

frecuencias alélicas, es decir, la cantidad de veces que está presente la variante de un gen en la 

población respecto del número de alelos totales para ese gen, determinan si un alelo es raro o 

no.  

Frecuencia alélica =
N° Alelos X en la población

N° Alelos totales gen X
 

 

El criterio es que la frecuencia de una SNV debe ser mayor al 1% para considerarse un 

polimorfismo, un single nucleotide polymorphism (SNP).  

Los cambios en la secuencia nucleotídica ocurren por mutaciones. Dichos cambios, pueden 

ocurrir a nivel de la región regulatoria del gen en los extremos 5’ y 3’ UTR. También pueden 

ocurrir a nivel de intrones en las regiones de splicing generando aceptores y donores de 

splicing o en los exones, produciendo pérdida de codones inicio o ganancia de codones de 

terminación (codones stop). Además, las mutaciones que se producen en la región codificante 

del gen, pueden ser mutaciones sinónimas, de pérdida de sentido o missense, de corrimiento 
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de marco de lectura o frameshift o una inserción/deleción (indel) en marco de lectura 

(Strachan y Read, 2011).  

Las mutaciones sinónimas producen un cambio de base que genera un triplete sinónimo, es 

decir, codifica para el mismo aminoácido que el triplete original, por lo cual no se genera 

ningún cambio a nivel de secuencia de la proteína. Por el contrario, una mutación missense se 

da cuando el cambio de base, genera un cambio de triplete que codifica para otro aminoácido, 

lo cual genera un cambio a nivel de secuencia primaria de la proteína. En base a la calidad de la 

sustitución aminoacídica, será el grado de cambio o hasta pérdida de función de la proteína, es 

decir, si se produce un cambio por un aminoácido con PM y características físico-químicas 

similares, el cambio tendrá menor impacto sobre la estructura terciaria de la proteína y por 

ende, menor impacto sobre su función o no. Eso también dependerá de la región de la 

proteína en la que ocurre el cambio; si es una región conservada o no. Las indels también 

pueden ser mutaciones puntuales, al insertarse o eliminarse un único nucleótido. Si dicha indel 

se genera dentro de la región codificante del gen puede producir un corrimiento del marco de 

lectura, dando lugar a codones stop prematuros o generando la pérdida del codón inicio 

(Alberts et al., 2014). 

Estos cambios, ocurren de manera natural en la población. El mecanismo a nivel molecular se 

explica a través del proceso de división celular: cuando se dividen 2 células, las moléculas de 

ADN se duplican por acción de las ADN polimerasas que utilizan como sustrato a las 4 bases 

nucleotídicas: adenina, guanina, citosina y timina. A medida que se replica el ADN y se 

polimerizan los nucleótidos, pueden ocurrir errores, es decir, en determinada posición del 

genoma puede insertarse una base que no es la exactamente complementaria de la hebra 

original, dando así lugar a una nueva secuencia. A nivel macromolecular, ese cambio a nivel 

nucleotídico puede traducirse o no en un cambio aminoacídico y por ende puede alterar o no 

la función de la proteína. En caso de que la mutación ocurra en un gen puede dar lugar a un 

nuevo genotipo. Si ese nuevo genotipo, genera un cambio a nivel aminoacídico, genera un 

nuevo fenotipo. Ese nuevo fenotipo puede ser beneficioso, perjudicial o neutro frente a 

determinadas condiciones ambientales. El medio ambiente es que el que ejercerá una presión 

de selección positiva, si el nuevo fenotipo le confiere una ventaja adaptativa al individuo, una 

presión de selección negativa si el nuevo fenotipo le confiere una desventaja adaptativa o no 

ejercerá presión de selección alguna si el nuevo fenotipo resulta neutral frente a la adaptación 

a las nuevas condiciones. Si el ambiente genera una presión de selección positiva sobre el 

nuevo alelo, entonces, el alelo se fijará en la población. La nueva variante pasará de 

generación en generación e irá aumentando progresivamente su frecuencia en la población. El 

hecho de que existan distintos alelos de un mismo gen, contribuye a formar el acervo genético 

de la población. Si la frecuencia de algunos alelos es suficiente como para generar distintos 

genotipos heterocigotas, eso aumentará la variabilidad genética de la población y favorecerá 

su probabilidad de supervivencia a lo largo del tiempo frente a un medio ambiente con 

condiciones variables (Alberts et al., 2014; Strachan y Read, 2011). 

Estas variantes naturales, se descubren como consecuencia de proyectos de secuenciación del 

genoma humano. Existen numerosas bases de datos que aportan información sobre dichas 

variantes, que provienen de distintos proyectos de investigación de todas partes del mundo. 

Nuevas variantes genéticas son reportadas diariamente y dichas bases de datos se actualizan 
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continuamente. Adicionalmente, existen programas bioinformáticos que son capaces de 

predecir la relevancia clínica de una variante, es decir, son capaces de predecir si una 

determinada SNV puede resultar patogénica, neutra o benigna. La frecuencia alélica 

poblacional, si el alelo está presente en homocigosis o heterocigosis, el tipo de SNV y si 

resultan patogénicas, neutras o benignas frente a una mutación en determinada posición 

aportan información acerca de la función del gen. 

9.2. Relevancia clínica de VIP durante la infección con SARS-CoV-2 

Varios miembros de la familia Coronaviridae, circulan constantemente entre la población 

humana y algunos causan enfermedades respiratorias leves (Corman et al., 2019). En 2003 en 

la provincia de Guangdong, China y en 2012 en el este asiático tuvieron lugar 2 grandes 

pandemias causadas por 2 coronavirus distintos: el severe acute respiratory syndrome 

coronavirus (SARS-CoV) y el Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV). Ambos 

virus surgieron del murciélago, hospedador natural de los coronavirus quien infecta a un 

animal hospedador que actúa de intermediario con el hombre. En los casos del SARS-CoV y el 

MERS-CoV los animales intermediarios fueron las civetas y los camellos, respectivamente (Cui 

et al., 2019) (Figura 18). 

Una nueva enfermedad respiratoria surgió en Wuhan, China en 2019 y se empezó a diseminar 

rápidamente entre la población hasta alcanzar el nivel de pandemia en febrero de 2020. Se 

describió al agente etiológico como un coronavirus nuevo. La enfermedad y el virus se 

denominaron coronavirus disease 19 (COVID-19) y 2019 novel coronavirus (P. Zhou et al., 

2020). Al realizar estudios filogenéticos y taxonómicos, el grupo de estudio de coronavirus del 

ICTV determinó que el virus pertenece al género Betacoronavirus y lo denominó SARS-CoV-2 

(ICTV, 2020). Por el análisis de su genoma, se determinó que el virus se originó en un 

murciélago pero se desconoce aún cuál es el hospedador intermediario que entró en contacto 

con el hombre e inició la infección (Figura 18). 

 

Figura 18: Cadena de transmisión de coronavirus al humano. Nuevos coronavirus surgen en el 

hospedador natural, el murciélago, por recombinación y éste infecta a otro animal, el hospedador 

intermediario. Este último, entra en contacto con el humano y lo infecta. En los casos del SARS-CoV y el 

MERS-CoV los animales intermediarios fueron las civetas y los camellos, respectivamente. Se desconoce 

el hospedador intermediario del SARS-CoV-2. Adaptado (Cui et al., 2019). 
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SARS-CoV-2 es un virus envuelto que contiene a una nucleoproteína N que encapsida al 

genoma de ARN de polaridad positiva. El virión posee 3 proteínas transmembrana: la proteína 

de membrana M, la proteína de envoltura E y la glicoproteína spike S. La polimerasa viral RdRp 

es una polimerasa ARN- ARN dependiente (Ke et al., 2020). 

La glicoproteína viral S interactúa con el receptor enzima 2 convertidora de angiotensina I 

(ACE2) en la superficie celular, donde localiza la enzima serina 2 proteasa transmembrana 

(TMPRSS2) que cliva a S en los sitios S1/S2 y S2' dando lugar a 3 subunidades S1 y S2. El sitio de 

clivado entre S1 y S2 es rico en argininas, multibásico, indicador de alto grado de clivaje, lo cual 

se relaciona con el potencial zoonótico de los coronavirus (Hoffmann et al., 2020). La 

subunidad S1 se une a ACE2 mientras que S2 dispara la fusión de la envoltura viral con la 

membrana celular generando la entrada del virus (Ke et al., 2020). 

La expresión tejido-específica del receptor ACE2 es lo que determina la vía de entrada del 

virus. Dicho receptor se expresa en mucosa nasal, bronquios, enterocitos del intestino 

delgado, células tubulares de riñón, trompas de falopio, epidídimo, vesículas seminales y en 

endotelio vascular de todos los tejidos (Hamming et al., 2004; Protein Atlas, 2021). 

El SARS-CoV-2 se transmite persona-persona a través de aerosoles, secreciones y por contacto 

directo con mucosas. La sintomatología clínica que manifiestan las personas infectadas con 

SARS-CoV-2 es muy variable. Los síntomas aparecen entre los 3 y 14 días post contagio y 

comprenden, desde un simple resfrío o estado gripal a neumonía bilateral, respuestas 

inflamatorias severas, trombosis y afecciones cardíacas. Los síntomas más comunes de 

personas con COVID-19 leve a moderado son: cefalea, tos seca, dolor de garganta, mialgia, 

fatiga, pérdida de olfato y/o gusto, fiebre, congestión nasal, náuseas o vómitos, diarrea, falta 

de aire. Los síntomas más complejos que pueden requerir de atención médica son: dificultad al 

respirar, dolor o presión en el pecho, confusión mental, dificultad para despertar o 

mantenerse despierto (CDC, 2021; Jin et al., 2020). 

No existe tratamiento actualmente contra el SARS-CoV-2 aunque se demostró que el suero de 

personas convalecientes de COVID-19 contiene anticuerpos neutralizantes contra el virus, y se 

lo puede administrar a pacientes con cuadros clínicos graves. Si bien ningún fármaco ha 

demostrado combatir al virus, actualmente existen diferentes vacunas con un alto grado de 

eficacia que ya se están aplicando a nivel mundial. La producción de dosis de vacunas global, 

no es suficiente para inmunizar a la población, motivo por el cual las medidas preventivas de 

aislamiento, uso de barbijo y lavado de manos continúan siendo las mejores herramientas para 

combatir al SARS-CoV-2. Debido a lo mencionado anteriormente, cobra gran relevancia 

encontrar otras alternativas terapéuticas, como la estimulación de los ISG para establecer un 

estado antiviral celular (Hadjadj et al., 2020). Se ha reportado que la infección con SARS-CoV-2 

induce fuertemente la expresión de VIP en pacientes chinos (Z. Zhou et al., 2020), lo cual 

demuestra su relevancia en el cuadro clínico de COVID-19. 

Dada la prevalencia y gran diversidad genética de los SARS-CoV de murciélagos, su coexistencia 

cercana y la recombinación frecuente de los coronavirus, es altamente probable que surjan 

nuevas variantes en el futuro (Cui et al., 2019).  
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En síntesis, las infecciones virales desencadenan la expresión del IFN y la consecuente 

inducción de los ISG, entre ellos VIP. Por otro lado, existen factores provirales celulares que 

favorecen la multiplicación viral como GBF-1. La dinámica celular determinará cuál de estas 

funciones antagónicas prevalecerá, motivo por el cual nos propusimos estudiar el rol de las 

proteínas celulares VIP y GBF-1 durante la infección con el arenavirus Junín. 
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Objetivo General 

Caracterizar factores celulares (anti y pro-virales) que pudieran ser utilizados como blancos de 

acción terapéutica durante la infección con JUNV.  

 

HIPÓTESIS:  

VIP se expresa de forma diferencial durante la infección viral y por tanto representa un blanco 

de estudio y caracterización por su posible función antiviral.  

GBF-1 posee un rol antagónico y representa otra estrategia de acción terapéutica. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Objetivo 1. Analizar las vías de expresión de IFN durante la multiplicación de JUNV. 

 

Objetivo 2. Estudiar el mecanismo de acción de VIP durante la multiplicación de JUNV y la 

existencia de interacciones entre VIP y las proteínas de JUNV. 

 

Objetivo 3. Analizar el rol de la proteína GBF-1 en la infección con JUNV y la existencia de 

interacción entre GBF-1 y la glicoproteína de JUNV. 

 

Objetivo 4. Explorar la relevancia de VIP en la población general y su relevancia clínica en la 

infección con SARS-CoV-2. 
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Materiales y Métodos 

1. Cultivos celulares 

Las líneas celulares empleadas fueron A549 (adenocarcinoma de pulmón humano; ATCC® CL-

185), Vero (riñón de mono verde africano; ATCC® CCL 81) y VeroB4 (regalo del Dr. Gerhard 

Dobler), HEK293T (riñón embrionario humano; ATCC® CRL-1573). Las células A549 y las Vero 

se crecieron en medio de cultivo MEM (Gibco) suplementado con 5% de suero fetal bovino 

(SFB) (Natocor) y con 50 µg/ml de antibiótico gentamicina (Sigma- Aldrich). Las células Vero B4 

se crecieron con medio M199 (HyClone) mientras que las HEK293T se crecieron en medio 

DMEM, ambas suplementadas con 5% SFB (HyClone, ThermoFisher) y con 20 unidades por 

mililitro (U/ml) de antibióticos penicilina-estreptomicina (PEST) (Gibco). Las células flipin 

HEK293T (regalo del Dr. Ju-Tao Guo, Universidad de Drexel) se crecieron en medio DMEM 

(Gibco) suplementado con 5% de SFB (HyClone, ThermoFisher) libre de tetraciclina y 20 U/ml 

de PEST. Todas las líneas celulares se crecieron a 37°C en estufa con 5% de CO2. 

Las células empleadas se encontraron libres de Mycoplasma sp., lo cual fue analizado por IFI o 

mediante uso del  MycoAlert Mycoplasma Detection Kit (Lonza) (Crouch et al., 1993). 

 

2. Infecciones con JUNV 

Las infecciones de las líneas celulares adherentes A549, Vero, Vero B4 y HEK293T, se realizaron 

con el virus Junín cepa IV4454, aislada de un paciente recuperado de la infección viral 

(Contigiani y Sabatini, 1977). Las infecciones se llevaron a cabo cuando las monocapas 

celulares alcanzaron una confluencia del 80% y con una multiplicidad de infección (MOI) de 

0,1.  

 

𝑀𝑂𝐼 =
Título viral (

UFP

ml
) x Volumen inóculo (ml)

Nº de células totales
 

 

Para ello, las células se lavaron con medio sin suero y se infectaron con 100 µl de una dilución 

del virus en medio sin suero. Se incubaron por 60 minutos a 37°C, se retiró el inóculo y se 

reemplazó con medio MEM 1,5% SFB + Gentamicina o DMEM 1,5% SFB + PEST. 

 

3. Titulación viral por el método de placas 

Las partículas virales liberadas a los sobrenadantes fueron cuantificadas por el método de 

placas (Dulbecco, 1952). Para ello, se sembraron 5,5x104 células Vero o B4 en microplacas de 

24 pocillos y se crecieron hasta el día siguiente con medio M199 5% SFB + PEST. Se prepararon 

diluciones seriadas al décimo de los sobrenadantes en medio M199 sin suero y con 100 µl de 
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dichas diluciones se infectaron las células por duplicado, durante 60 minutos a 37°C. Finalizada 

la incubación, se retiró el inóculo viral y las células se cubrieron con medio de plaqueo M199 

2% SFB + 1% metilcelulosa y 50 µg/ml de gentamicina. A los 7 días post infección (d.p.i.), las 

células fueron fijadas mediante el agregado de 4% de formaldehído (Biopack) durante 30 

minutos. Se hicieron lavados con agua para remover los remanentes de mezcla y se realizó la 

tinción de las muestras con 1% de cristal violeta en 10% de etanol, por 15 minutos. Se retiró el 

tinte, se realizaron lavados con agua y se dejaron secar las placas. Se contabilizó el número de 

placas de lisis en aquellas diluciones que tuvieran entre 30-100 placas y se determinaron las 

unidades formadoras de placas de lisis por mililitro (UFP/ml). 

 

𝑈𝐹𝑃/𝑚𝑙 =
número promedio de placas de lisis

volumen de inóculo (ml) x dilución en la que se cuentan las placas
 

 

4. Inmunofluorescencia Indirecta 

Las células se sembraron sobre cubreobjetos estériles colocados en microplacas de 24 pocillos. 

Se crecieron y dependiendo el experimento se infectaron, se transfectaron o se trataron con 

una droga. A determinados tiempos post-infección, post-transfección o post-tratamiento las 

células se fijaron para inmunofluorescencia indirecta (IFI). Para ello, las células se lavaron 2 

veces con PBS frío, se agregó 4% de paraformaldehído (PFA) (Sigma-Aldrich) durante 15 

minutos, se quitó, se agregó 20 mM de cloruro de amonio por 15 minutos, el cual se quitó y se 

agregó 0,1% de Tritón X-100 (Sigma-Aldrich) por 10 minutos. Concluida la permeabilización, se 

realizaron 2 lavados rápidos con PBS, seguidos de 4 lavados con PBS de 5 minutos cada uno 

con agitación. Las placas se conservaron a -20°C hasta su procesamiento. Llegado el momento, 

los vidrios se descongelaron y se lavaron con PBS durante 5 minutos con agitación. Luego, se 

incubaron con el anticuerpo primario durante 60-90 minutos a 37°C en una cámara húmeda. 

Concluida la incubación, se realizaron 3 lavados de los vidrios con PBS de 5 minutos cada uno, 

con agitación. A continuación, los vidrios se incubaron con el anticuerpo secundario 

correspondiente durante 60 minutos a 37°C en cámara húmeda. Se realizaron 3 lavados con 

PBS de 5 minutos cada uno con agitación y se realizó la tinción con 2-(4-amidinofenil)-1H-indol-

6-carboxamidina (DAPI) (Invitrogen, ThermoFisher) por 5 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se realizaron 2 lavados con PBS y 1 último lavado con agua deionizada, todos 

durante 5 minutos con agitación. Los vidrios se montaron en portaobjetos colocando una gota 

de 6 µl de medio de montaje glicerina + 1,4-diazabiciclo-2,2,2- octano (DABCO). Se dejaron 

secar protegiéndolos de la luz por 15 minutos y se sellaron los bordes con esmalte 

transparente. Se dejó secar por 15 minutos y los portaobjetos se almacenaron a 4°C hasta su 

observación al microscopio. Las imágenes de fluorescencia se obtuvieron a través del 

microscopio de epifluorescencia Olympus IX71. 

Las proteínas virales NP y GPC de Junín se revelaron con los anticuerpos monoclonales de 

ratón, anti-NP (NA05AG12) y anti-G1 (GB03BE08) respectivamente, diluidos 1:300 en PBS 

(Sánchez et al., 1989). Luego, se empleó como anticuerpo secundario un anticuerpo de cabra 

anti IgG de ratón conjugado al fluoróforo Alexa 488 (Invitrogen, ThermoFisher). 
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4.1. Cuantificación de células G1 positivas y foci virales 

El número de células totales se contó en 3 campos diferentes de 3 imágenes diferentes, 

elegidos aleatoriamente. La cuantificación de los núcleos teñidos con DAPI fue realizada por un 

análisis de partículas automático con el programa Fiji, una vez que se estableció el umbral 

correcto. Se descartaron del conteo, las células en división ya fuera porque presentaban 

núcleos segmentados o cromosomas visibles. 

 Se consideró positivas a las células que expresaron el antígeno viral G1, según 2 criterios: 1) 

morfología celular redondeada ya que las células infectadas pierden su forma poliédrica como 

resultado del efecto citopático y 2) patrón de expresión perinuclear de G1. Se realizó el conteo 

manual con "Cell Counter" de Fiji. El porcentaje de células G1 positivas se expresó como el 

cociente entre las células G1 positivas y el número de células totales en cada campo y se 

relativizó a la proporción del control viral (CV) que se consideró como 100% de células G1 

positivas. Se promediaron los 3 porcentajes y ese es el resultado que se muestra en las 

imágenes.  

Los foci virales, es decir, el conjunto de células infectadas contiguas, se delimitaron 

considerando células G1 positivas rodeadas de células G1 negativas. Los foci virales se 

contaron en 3 campos distintos de imágenes diferentes seleccionados al azar. Se cuantificó 

tanto el número de foci virales como el número de células infectadas que componen cada foco 

viral. 

 

5. Ensayos de citotoxicidad 

La citotoxicidad del dimetilsufóxido (DMSO), de los compuestos que activan la vía de RIG-I y de 

STING y del IFN α (Biosidus) se evaluaron por el método de MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil bromuro de tetrazolio (Mosmann, 1983).  

La citotoxicidad del DMSO, solvente en el que se solubilizaron los compuestos que activan las 

vías, así como la citotoxicidad de dichos compuestos se evaluó en células A549. Para ello se 

sembraron 1x104 células A549 por pocillo en una microplaca de 96 pocillos y se crecieron por 

24 h. Al día siguiente, se prepararon diluciones seriadas al medio de DMSO o de los 

compuestos solubilizados en DMSO en MEM 1,5% SFB. Las células se incubaron con los 

distintos compuestos por triplicado durante 72 h, tiempo del ensayo de actividad antiviral. 

Finalizado este tiempo, se descartaron los sobrenadantes, se virtieron 90 µl de medio MEM 

1,5% SFB fresco y se agregaron 10 µl de MTT (Sigma-Aldrich) para lograr una concentración 

final de 0,5 mg/ml por pocillo. Se incubó la microplaca a 37°C, en oscuridad por 2 h y media. 

Concluida la incubación, se observó la presencia de cristales en los pocillos, se procedió al 

descarte de los sobrenadantes y la resuspensión de los cristales con 200 µl de etanol 96°. Se 

midió la absorbancia a 570 nm en el espectrofotómetro (A4i) y se registraron los valores para 

los controles celulares y para las distintas concentraciones de DMSO o compuestos empleadas. 

Se determinó el porcentaje de viabilidad celular relativizando las absorbancias obtenidas para 

las distintas concentraciones respecto de los controles celulares sin tratamiento (CC): 
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𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 % =
Absorbancia 570 nm Tratamiento

Absorbancia 570 nm CC
 x 100 

 

La citotoxicidad del IFN α se evaluó en células A549 y Vero. Para ello se sembraron 1x104 

células A549 o 8x103 células Vero por pocillo en una microplaca de 96 pocillos y se crecieron 

por 24 h. Al día siguiente, se prepararon diluciones seriadas al medio de IFN α en medio MEM 

1,5% SFB. Las células se incubaron durante 10 h con concentraciones de 625-100.000 UI/ml y 

los tratamientos se hicieron por triplicado. Al cabo de 10 h, se determinó la viabilidad celular 

por el método de MTT como se describió anteriormente. 

La citotoxicidad del GCA (Millipore, Merck) se evaluó por el método de luminiscencia. Se 

empleó el kit de viabilidad celular Cell Titer Glo 2.0 (Promega) que se basa en la cuantificación 

de los niveles de ATP de células metabólicamente activas (Crouch et al., 1993). 

De modo tal de evaluar su citotoxicidad, se sembraron células HEK293T en una microplaca de 

96 pocillos y 16 h más tarde se las trató con distintas concentraciones de GCA por triplicado: 0 

µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM y 20 µM. Las células se incubaron a 37°C por 18 h y luego se dejó la 

microplaca a temperatura ambiente por 30 minutos. Se agregaron 100 µl de reactivo por 

pocillo y se agitó la microplaca durante 2 minutos para generar la lisis celular. Se incubó la 

microplaca a temperatura ambiente por 10 minutos y se midió la luminiscencia en 

luminómetro (Magellan). Se determinó el porcentaje de viabilidad celular relativizando los 

valores de luminiscencia obtenidos para las distintas concentraciones respecto de los 

obtenidos para los CC: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 % =
Luminiscencia [GCA]

Luminiscencia CC
 x 100 

 

Previamente a las mediciones de viabilidad, se observó al microscopio la integridad de las 

monocapas celulares para cada tratamiento, constatando así que existiera relación entre las 

concentraciones tóxicas medidas y la integridad observada. 

 

6. Ensayo de actividad antiviral de compuestos análogos a RIG-I y STING 

Se sembraron 5 x104 células A549 por pocillo en una microplaca de 24 pocillos. Al día siguiente, 

se trataron por 24 h con concentraciones 0-60 µM de los compuestos SB 9200, SB 9003-5, SB 

9003-6, SB 11239, SB 11240, SB 11242, SB 11243, SB 11245, SB 11246 y SB 11285. Luego, se 

infectaron con JUNV a una MOI= 0,1 durante 1 h, se retiró el inóculo viral y se reemplazó por 

500 µl de medio condicionado MEM 1,5% SFB + compuestos. A las 24 y 48 h.p.i. se cosechó el 

virus extracelular y se tituló por el método de placas. 

Se graficaron las curvas de actividad antiviral para cada uno de los compuestos en el rango de 

de 0-60 µM y por medio de análisis de regresiones no lineales (Arunlakshana y Schild, 1959; 
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Gaddum, 1937; Hill, 1910; Motulsky y Christopoulos, 2003) aplicadas en el software GraphPad, 

se determinaron las concentraciones efectivas 50 (CE50), es decir, la concentración molar de 

agonista que produce el 50% del efecto máximo posible de ese agonista. La acción del agonista 

puede ser estimulatoria o inhibitoria (Neubig et al., 2003). Además, a partir de las curvas de 

citotoxicidad, mediante el mismo análisis de regresión no lineal, se determinaron las 

concentraciones citotóxicas 50 (CC50), es decir, la concentración de compuesto que disminuye 

la viabilidad celular al 50%. Luego, se determinó el índice de selectividad (IS) de cada 

compuesto: 

𝐼𝑆 =
CC50

𝐶𝐸50
 

El IS se empleó como criterio para determinar si se continuaba o no con el estudio del 

mecanismo de acción de los compuestos. El IS ≥ 10, como mínimo, para que un compuesto 

antiviral sea considerado como aceptable para proseguir con los estudios de mecanismo de 

acción y avanzar de los estudios in vitro a los estudios in vivo (Domingo et al., 2016). 

 

7. Tratamiento con IFN I 

Se sembraron 1,5x105 células A549 o 1x105 células Vero sobre cubreobjetos estériles 

colocados en microplacas de 24 pocillos. Al día siguiente, se las trató con distintas 

concentraciones de IFN α: 2500-100.000 UI/ml. Después de 10 h de tratamiento, se las infectó 

con JUNV. Al cabo de 24 h.p.i se cosecharon los sobrenadantes los cuales se titularon por el 

método de placas. A las 48h.p.i las células se fijaron para ser procesados por IFI. 

 

8. Transformación de bacterias y purificación de plásmidos 

Las bacterias Escherichia coli cepa DH5α se volvieron competentes mediante uso de cloruro de 

calcio y se transformaron por método de shock térmico. Para ello, glicerolados de las bacterias 

E. coli DH5α almacenados a -80°C, se descongelaron en hielo y luego se agregaron 10 µl de de 

ADN plasmídico. Se incubó la mezcla en hielo por 30 minutos y luego se sometió a shock 

térmico a cada tubo por 45 segundos a 42°C. Los tubos se dejaron en hielo 5 minutos, se les 

agregó 400 µl de medio SOC (Invitrogen, ThermoFisher) y se los incubó por 60 minutos a 37°C 

con agitación a 160 rpm. Finalizada la incubación, se sembraron 25 µl del cultivo de bacterias 

en una placa LB ágar con ampicilina 100 µg/ml (Sigma-Aldrich) o LB ágar kanamicina 50 µg/ml 

(Sigma-Aldrich) y se distribuyó uniformemente la mezcla con rastrillo. Se incubó la placa de LB 

ágar a 37°C toda la noche. El día siguiente, se seleccionó una única colonia por placa y se 

inocularon 100 ml de caldo LB y ampicilina 100 µg/ml o LB y kanamicina 50 µg/ml. Los cultivos 

se crecieron a 37°C con agitación toda la noche. Al día siguiente, se centrifugaron los 100 ml de 

cultivo a 3000 rpm a 15°C para separar a las bacterias y se realizó la extracción y purificación 

de ADN plasmídico mediante el kit NucleoBond® XtraMidi (Macherey-Nagel). Se realizó la lisis 

celular en medio alcalino por el método hidróxido de sodio/SDS (Birnboim y Doly, 1979). El 

ADN circular plasmídico adherido a la resina de la columna, se eluyó con buffer tris y se 

determinó la concentración a 260 nm con NanoDrop™ (ThermoFisher). 
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8.1. Transfección de líneas celulares adherentes 

Las transfecciones para los ensayos de interacción entre la glicoproteína GPC de JUNV y VIP o 

GBF-1, se realizaron en células HEK 293T con el reactivo GeneJuice (Millipore, Merck). Para 

ello, se sembraron 3x106 células HEK293T en botellas T75 y se crecieron por 24 horas. Al día 

siguiente, se realizó la transfección. Se agregaron a 500 µl de medio OptiMEM (Gibco), 24 µl de 

GeneJuice, se mezcló vigorosamente y se incubó 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se 

agregaron los 524 µl de mezcla a cada uno de los tubos conteniendo los 6 µg de ADN 

plasmídico total y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se 

tomaron 500 µl de medio de la T75, se agregó a la mezcla de cada tubo y luego dicho volumen 

total se agregó a cada botella. Las células se incubaron 24 h con la mezcla de transfección y se 

procesaron. 

El mismo protocolo se empleó para el ensayo de degradación de GPC por VIP, a diferencia que 

en este caso se utilizaron concentraciones constantes de plásmido que codifica para VIP y 

crecientes de plásmido que codifica para GPC en relación 1:0, 1:1, 1:3 y 1:5. 

En el caso de los ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFI), las transfecciones se 

realizaron con Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, ThermoFisher). Primero, se sembraron las 

células A549 sobre vidrios estériles y al día siguiente, se realizó la transfección. Se mezclaron 2 

tubos, uno con Lipofectamine™ 2000 y OptiMEM y el otro Lipofectamine™ 2000 con 1 µg de 

ADN plasmídico. Se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos, se mezclaron ambos 

tubos y se incubó la mezcla a temperatura ambiente por 30 minutos. Se agregaron 100 µl de 

esa mezcla a cada pocillo (microplaca de 24 pocillos) que se transfectó y se incubó a 37°C por 

6-7 h. Finalizada esa incubación, se agregaron 300 µl de OptiMEM a cada pocillo. Las células se 

procesaron para IFI 24 o 48 h post-transfección (h.p.t.). 

Los vectores de expresión utilizados fueron el pcDNA3.1 para estudios que involucraron a las 

proteínas GPC-MYC de JUNV y VIP (IFI) y el pl.18 para estudios que involucraron a las proteínas 

Ciao1, C de TBEV y 3xFLAG-VIP (Hernan et al., 2000) original y mutantes. Ambos vectores 

poseían el promotor de HCMV y el gen de resistencia a ampicilina. El vector que expresa GBF-1 

con resistencia a kanamicina fue un regalo de la Dra. Catherine L. Jackson, Instituto Jacques 

Monod- Université Paris Diderot (Niu et al., 2005). 

En todos los casos, se determinó la eficiencia de transfección mediante eGFP: 

 

𝑇𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
Nº de células expresando eGFP

Nº células total
 

 

El conteo se realizó en 4 campos distintos y se determinó la eficiencia de transfección 

promedio para cada ensayo. 
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9. Coinmunoprecipitación de proteínas 

Las muestras con una eficiencia de transfección mayor o igual al 85%, se mantuvieron en hielo 

y se procesaron. Para cada muestra se descartó el medio y se realizó un lavado con PBS 

(Medicago AB) frío. Luego, se disgregó la monocapa mecánicamente, la cual se cosechó en 1 

ml de PBS frío en un tubo mantenido en hielo. Los tubos se centrifugaron a 1800 rpm por 10 

minutos a 4°C. Se descartó el sobrenadante, se resuspendió el pellet en 1 ml de PBS frío y se lo 

separó en 2 fracciones: 150 µl de lisado celular (LC) y 850 µl de inmunoprecipitado (IP). Se 

centrifugó nuevamente a 1800 rpm por 10 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y se 

resuspendieron las muestras en buffer de lisis con inhibidores de proteasas (Roche), los LC en 

50 µl y los IP en 900 µl. Las muestras se incubaron en hielo durante 40 minutos. Transcurrido 

dicho tiempo, se resuspendieron los contenidos de los tubos con la micropipeta y 

posteriormente se centrifugaron a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C. En simultáneo, se 

realizaron 3 lavados con buffer de lisis a las esferas de agarosa conjugada con proteína A 

(Protein A agarose fast flow, Millipore- Merck) para remover el conservante de la solución en 

la que se encuentran. Entre cada lavado las esferas se centrifugaron a 3000 rpm por 3 minutos. 

Posteriormente, se recuperaron los sobrenadantes, a los LC se les agregó 14 µl de buffer de 

Laemmli 6X con sodium dodecyl sulfate (SDS) y se almacenaron las muestras a -20°C. Los 

sobrenadantes de IP se recuperaron en tubos nuevos y se incubaron con 50 µl de esferas 

proteína A/agarosa en agitación constante en un rotador 360° por 120 minutos a 4°C. 

Finalizada esta incubación, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 3 minutos para separar 

las esferas y se recuperaron los sobrenadantes en tubos nuevos a los que se les agregó 1 µl de 

anticuerpo monoclonal de ratón anti-FLAG (Stratagene). La incubación con el anticuerpo se 

realizó toda la noche en rotador con 360° de agitación a 4°C. Al día siguiente, se lavaron las 

esferas con buffer de lisis como se indicó previamente y se agregaron 100 µl de esferas a cada 

tubo de IP para realizar la inmunoprecipitación de los complejos proteicos. Los tubos se 

incubaron en rotador a 360° por 90 minutos a 4°C. Concluida la incubación, se centrifugaron a 

3000 rpm por 3 minutos a 4°C y se realizaron los lavados. Para ello, se descartó el 

sobrenadante, se agregaron 900 µl de buffer de lisis, se incubó por 5 minutos en rotador a 360° 

y se centrifugó. Al cabo del cuarto lavado, se descartó el sobrenadante con micropipeta y los 

remanentes con jeringa de aguja 0.4 x 20 mm (27Gx4/5"). Se agregó a cada muestra IP 60 µl de 

buffer de Laemmli 2X con SDS y dichas fracciones se almacenaron a -20°C. 

Este protocolo se aplicó en el caso del estudio de las interacciones entre GPC de JUNV y VIP o 

sus mutantes, ya que todas las versiones de VIP expresan la secuencia aminoacídica FLAG en 

su extremo N-terminal. Dicha secuencia es la que se utiliza para realizar la inmunoprecipitación 

del complejo anticuerpo anti FLAG- proteína A/agarosa. 

En el caso del ensayo de interacción entre la glicoproteína viral GPC y GBF-1, la 

inmunoprecipitación se realizó con 4 µl de anticuerpo policlonal de conejo anti-MYC (Abcam).  

En el caso del ensayo de interacción entre la nucleoproteína viral NP y VIP, se realizó la 

infección con JUNV de células A549 transfectadas con VIP. Posterior a la lisis celular, se realizó 

la inmunoprecipitación de NP con el anticuerpo monoclonal de ratón anti NP (NA05aG12) 

(Sánchez et al., 1989). 
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10. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida y revelado por Western 

Blot 

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, se les agregó 2 µl de agente reductor 

2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) y se las calentó a 95°C en termobloque por 5 minutos. 

Las muestras desnaturalizadas se sembraron en geles de poliacrilamida 4-12% Bolt™ Bis-Tris 

Plus (Invitrogen, ThermoFisher) en una cuba con buffer de corrida MES SDS (Invitrogen, 

ThermoFisher). Se sembraron volúmenes equivalentes de las muestras y un marcador 

molecular (Page ruler™ plus prestained protein ladder, ThermoFisher). Se realizó la 

electroforesis a 150 volts por 50 minutos a 4°C.  

Luego se armó la estructura de transferencia en una cuba cubierta con buffer de transferencia, 

el gel y la membrana y se realizó la transferencia a 100 volts por 60 minutos a 4°C.  

Concluida la transferencia, las membranas se bloquearon en solución 2% de agente 

bloqueante (GE Healthcare, LifeSciences) en PBS-Tween (Medicago AB) por 60 minutos a 

temperatura ambiente con agitación. Luego, las membranas se incubaron con los distintos 

anticuerpos policlonales de conejo según correspondiera: anti FLAG (VIP) 1:5000 (Sigma-

Aldrich), anti MYC (GPC) 1:5000 (Abcam), anti Ciao1 1:500 (Abcam), anti C de TBEV 1:1000 

(Agrisera) o anti tubulina 1:4000 (Abcam) en 2% de agente bloqueante PBS Tween. La 

incubación se realizó toda la noche a 4°C con agitación. Al día siguiente, las membranas se 

lavaron 5 veces por 5 minutos en PBS-Tween y luego se incubaron con el anticuerpo 

secundario policlonal de cabra anti IgG de conejo- Alexa 488 1:2500 (ThermoFisher) en 2% 

agente bloqueante PBS-Tween por 60 minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz. 

Concluida la incubación, se realizaron 5 lavados de 5 minutos a las membranas y éstas se 

revelaron usando el método de detección por fluorescencia en el equipo Amersham™ Imager 

680 (GE Healthcare, LifeSciences). 

El revelado de las inmunoprecipitaciones de NP de JUNV y de GBF-1 se realizó por 

quimioluminiscencia. Para ello, las membranas se bloquearon en 5% de leche en PBS-Tween 

por 60 minutos a temperatura ambiente. La membrana de la inmunoprecipitación de NP de 

JUNV, se reveló con anticuerpo monoclonal de ratón anti NP (NA05aG12) (79) 1:600 y con 

anticuerpo monoclonal de ratón anti VIP 1:50 (Abcam) en 5% de leche en PBS-Tween. La 

membrana del inmunoprecipitado de GBF-1 se reveló con el anticuerpo policlonal de conejo 

anti GBF-1 1:2000 (Abcam) y con el anticuerpo policlonal de conejo anti MYC (GPC) 1:5000 

(Abcam) en 5% de leche en PBS-Tween. En ambos casos, se incubaron toda la noche con 

agitación. Al día siguiente, las membranas se lavaron 5 veces por 5 minutos y las membranas 

para revelar NP y VIP se incubaron con anticuerpo policlonal de cabra anti IgG de ratón 

conjugado a peroxidasa 1:500 (Sigma-Aldrich) por 90 minutos a temperatura ambiente con 

agitación. Las membranas para revelar GBF-1 y GPC se incubaron con anticuerpo policlonal de 

cabra anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa 1:5000 (ThermoFisher) en 5% de leche PBS-

Tween por 90 minutos a temperatura ambiente con agitación. Luego, se revelaron todas las 

proteínas con los kits comerciales Super Signal™ West Pico PLUS o Femto Chemiluminescent 

Substrate (ThermoFisher), en el equipo Amersham Imager 680. 
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10.1. Cuantificación de intensidad de señal de las bandas de los WB 

La cuantificación de la intensidad de las bandas de las membranas del WB, se realizó con el 

software Fiji. Para ello se abrieron los archivos .tiff correspondientes a cada proteína revelada. 

En primer lugar, se invirtió el color de la imagen; las bandas se marcaron blancas y la 

membrana se marcó negra. Este paso se realizó porque la señal de intensidad de luz se 

considera como positiva cuando es blanca. Luego, se seleccionó la herramienta rectángulo del 

menú de herramientas de Fiji y se delimitó un rectángulo alrededor de la primera  banda, la 

cual se seleccionó como primera calle. Se continuó con la delimitación de las bandas de las 

calles contiguas. El tamaño y posición del rectángulo se mantiene constante en todas las calles, 

con lo cual la medición tendrá los mismos valores de background. Una vez delimitadas todas 

las bandas, se seleccionó graficar la intensidad de señal para cada cuadrado de cada calle. Se 

obtuvo una distribución normal para cada banda ya que implica que el máximo de intensidad 

de señal corresponde a la banda de proteína, blanca, mientras que a medida que se aleja hacia 

arriba y abajo, la intensidad disminuye pues es el background de la membrana, negra. Se aplicó 

la herramienta línea y se delimitó el área bajo la curva normal. A continuación, con la 

herramienta varita mágica del menú de herramientas, se seleccionó cada área y se obtuvieron 

los valores de intensidad de señal para cada banda.  

Se aplicaron 2 análisis distintos a los valores de intensidad de señal. En el caso del ensayo de 

degradación de GPC vs VIP los valores de intensidad de las bandas se normalizaron a los 

valores de intensidad de tubulina, la cual se empleó como control de carga. Luego los valores 

se compararon entre sí. Por otro lado, para todos los ensayos de CoIP se determinó el cociente 

entre la fracción de IP respecto de la fracción de LC en todos los casos en los que se analizó 

interacción entre proteínas. Para cada ensayo, se determinó el valor de intensidad de señal 

normalizada para cada proteína. Se promediaron los valores de los 3 ensayos realizados y ese 

valor medio es el que se graficó y se muestra en las figuras junto con una imagen 

representativa de cada uno de los WB. 

11. Inducción de VIP en sistema Tet-ON 

Las células flipin HEK293T son muy sensibles a la manipulación, por ello y para aumentar la 

adherencia al plástico, las células se sembraron en microplacas tratadas con 4 µg/µl de 

hidrobromuro de polilisina-D (Sigma-Aldrich). Se colocó PDL en cada pocillo hasta cubrirlo y la 

microplaca se incubó a 37°C por 60 minutos. Luego, se realizaron 5 lavados con agua estéril y 

se dejó secar en el flujo laminar. 

Se sembraron 1,2x105 células por pocillo y se crecieron en DMEM 5% SFB libre de tetraciclina. 

La inducción de la expresión de VIP por el agregado de 2 µg/µl de doxiciclina (Sigma-Aldrich) 

disuelta en etanol, se realizó a distintos tiempos post siembra de células, emulando el efecto 

de VIP durante estadíos intermedios o tardíos del ciclo de multiplicación de JUNV.  

En el caso del estudio del efecto de la expresión de VIP sobre estadíos intermedios de la 

multiplicación de JUNV, se indujo su expresión a las 16 h post siembra. A las 12 h de inducción, 

se retiró el medio condicionado y se infectaron las células con JUNV a una MOI de 1. A las 24 

h.p.i se cosecharon las células para la cuantificación del ARN viral por qPCR (Figura 19). 
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Figura 19: Efecto de VIP durante estadíos intermedios de la multiplicación de JUNV. Se muestra la 

cinética del ensayo realizado. Se siembran células flipin HEK293T y luego de 16 h, se induce la expresión 

de VIP con doxiciclina por 16 h. Se infectan con JUNV a una MOI =1 y a las 24 h.p.i. se cosechan las 

células infectadas para ser procesadas para qPCR. 

En el caso del estudio del efecto de la expresión de VIP sobre estadíos tardíos de la 

multiplicación de JUNV, primero se realizó la infección con JUNV con una MOI de 0.1 a las 32 h 

post siembra de células. A las 12 h.p.i se indujo la expresión de VIP, mediante el agregado de 

doxiciclina y a las 48 h.p.i se cosecharon las células para la cuantificación del ARN viral (Figura 

20). 

 

Figura 20: Efecto de VIP durante estadíos tardíos de la multiplicación de JUNV. Se muestra la cinética 

del ensayo realizado. Se siembran células flipin HEK293T y luego de 32 h, se infectan con JUNV a una 

MOI=0.1. A las 12 h.p.i. se induce la expresión de VIP mediante el agregado de doxiciclina. A las 48 h.p.i. 

se cosechan las células infectadas para ser procesadas para qPCR. 



63 
 

12. Tratamiento con GCA 

El efecto del GCA sobre la infección con JUNV, se evaluó con las concentraciones que no 

generaron efecto citotóxico hasta las 18 h de tratamiento en las células HEK293T. Para ello, se 

sembraron 1,5x105 células HEK293T por pocillo en una microplaca de 24 pocillos y se crecieron 

en DMEM 5% SFB hasta el día siguiente. Se infectaron con JUNV y a las 6 h.p.i. se cosecharon 

los sobrenadantes y las células de los 3 CV. Asimismo, a las 6 h.p.i. se trató a las células, por 

triplicado, con 0 µM (sólo DMSO); 2,5 µM o 5 µM de GCA. A las 24 h.p.i., después de 18 h de 

tratamiento con GCA se cosecharon tanto los sobrenadantes como las células. De esta manera, 

se cuantificó el virus extracelular infectivo presente en los sobrenadantes mediante la 

titulación por método de placas y se cuantificaron también los niveles de ARN viral por qPCR. 

 

13. Extracción de ARN 

La extracción de ARN de las células se realizó con el kit NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel). 

Las células se lisaron con una solución de alta fuerza iónica, la cual inhibió a las ARNasas 

mientras que el ARN permaneció en la resina de las columnas. Después de lavados sucesivos 

con distintos buffers, el ARN se eluyó en agua libre de ARNasas y se determinaron su 

concentración y pureza midiendo absorbancia a 260 nm. 

Alternativamente, se realizó la extracción de ARN mediante el método de fenol-cloroformo 

(Chomczynski y Sacchi, 1987) con Trizol® (Sigma-Aldrich). 

 

13.1. Síntesis de ADNc 

La síntesis del ADN copia (ADNc) simple cadena, se realizó mediante el kit High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, ThermoFisher). Para ello se preparó la mezcla 

2X de la transcriptasa reversa por un lado (Tabla 2) y por otro 10 µl de ARN conteniendo 250 

ng de cada muestra. 

 

Componente Volumen 

10X Buffer transcriptasa reversa 2.0 µl 
25X Mezcla dNTP (100 mM) 0.8 µl 

10X RT Oligonucleótidos aleatorios 2.0 µl 
Transcriptasa reversa 1.0 µl 

H2O 4.2 µl 
Total por reacción 10.0 µl 

Tabla 2: Composición de la mezcla 2X de la transcriptasa reversa. 

En cada tubo se colocaron 10 µl de la mezcla 2X de la transcriptasa reversa y luego 10 µl de 

ARN. La tira de tubos se centrifugó brevemente, se colocó en el termociclador y se inició el 

programa (Tabla 3). 
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Variable Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 

Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C 
Tiempo 10 minutos 120 minutos 5 minutos ∞ 

Tabla 3: Síntesis de ADNc. Se muestra el programa de temperaturas aplicadas por los tiempos referidos 

para la síntesis de ADNc en la termocicladora. 

Concluida la síntesis del ADNc, se realizó una dilución 1/10 de cada muestra en agua libre de 

ARNasas y se almacenaron a -20°C. 

 

13.2. qPCR 

13.2.1. Mezcla de PCR 

La PCR se realizó con el kit 2X qPCRBio SyGreen Mix Hi-ROX (PCR Biosystems). Para ello, se 

realizó la mezcla con el fluoróforo verde que se une al ADN (SyBR Green), agua y los 

oligonucleótidos sentido y antisentido (Tabla 4). 

Reactivo 20 µl de reacción 
N JUNV 

20 µl de reacción 
Actina 

2X Mezcla qPCRBio SyGreen 10 µl 10 µl 
Oligonucleótidos 

Sentido 
0.8 µl 

(10 µM) 
0.8 µl 

200nM 
Oligonucleótidos 

Antisentido 
0.8 µl 

(10 µM) 
Mezcla Oligos Sentido 

+ Antisentido 
H2O 3.4 µl 4.2 µl 

ADNc 5.0 µl 5.0 µl 
Tabla 4: Composición de la mezcla para qPCR. Se muestran los componentes y volúmenes empleados 

para la PCR de cada muestra. 

El ARN de JUNV se amplificó mediante el uso de oligonucleótidos de secuencia consenso de NP 

de los mammarenavirus (Tabla 5) mientras que se amplificó el ARNm celular de actina con una 

mezcla de oligonucleótidos sentido y antisentido comercial Quantitect Primer Assays (Qiagen).  

Primer Secuencia  

 Sentido(5'-3') Antisentido (5'-3') 
NP JUNV GGCATCCTTCAGAACATC CGCACAGTGGATCCTAGGC 
Tabla 5: Secuencias de los primers de NP de JUNV. Se indican las secuencias de los oligonucleótidos 

sentido y antisentido empleados para amplificar ARN viral de JUNV por PCR. 

Se sembraron 15 µl de la mezcla maestra en cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos 

según la cantidad de muestras a analizar y se colocaron 5 µl de ADNc. En el caso de los 

controles negativos se agregaron 5 µl de agua libre de ARNasas y 5 µl de muestra de CC. La 

microplaca se selló con un film, se centrifugó rápidamente y se colocó en la termocicladora 

QuantStudio™ 5 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, ThermoFisher) por 40 ciclos. 

Además, se realizó la curva de disociación de los oligonucleótidos (Tabla 6). 
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Reacción Ciclos Temperatura Tiempo 

Desnaturalización 1 95°C 2 minutos 
PCR 40 95°C 

60° 
5 segundos 

30 segundos 
Curva de 

disociación 
1 60° 

95° 
1 minuto 

15 segundos 
Tabla 6: Ciclos, temperatura y duración de la qPCR. Se muestra el programa de temperaturas y tiempos 

de la PCR y de la curva de disociación de los oligonucleótidos. 

 

13.2.2. Determinación de la expresión relativa de ARN 

El programa QuantStudio™ Design & Analysis (Applied Biosystems, ThermoFisher) permitió 

establecer un nivel umbral de detección de fluorescencia a partir del cual se considera positiva 

la amplificación, el número de ciclo al cual se alcanza dicho umbral se definió como cycle 

threshold (CT). Dicho programa permitió obtener, además, las curvas de amplificación de la 

PCR y las curvas de disociación de los oligonucleótidos. En todas las reacciones se obtuvieron 

productos únicos, se observó un sólo máximo en las curvas de disociación de los 

oligonucleótidos de NP y actina. 

Para cada PCR se corrieron 3 muestras independientes por duplicado tanto para NP como para 

actina. Los CT obtenidos se tabularon en una planilla de cálculos para cada condición o 

tratamiento. Para cada duplicado de cada muestra se determinó el CT promedio de NP y actina. 

Luego, se determinó el ΔCT para cada par de duplicados: 

ΔCT JUNV tratamiento X = CT promedio NP JUNV - CT promedio Actina 

En cada ensayo de PCR se determinó el ΔCT promedio Control a partir del cual se normalizaron los 

datos: 

ΔCT promedio Control = CT promedio NP JUNV Control - CT promedio Actina Control 

A partir del valor de ΔCT promedio control se pudieron determinar los ΔΔCT: 

ΔΔCT JUNV tratamiento X = ΔCT JUNV tratamiento X - ΔCT promedio Control 

Y con los ΔΔCT se determinaron las veces de cambio de expresión del ARN NP de JUNV 

respecto del control: 

Veces de cambio de expresión ARN viral = 2- (ΔΔCT JUNV tratamiento X) 

14. Búsqueda de variantes genéticas de VIP en la población 

La búsqueda de variantes genéticas de VIP, se realizó a través de la base de datos Genome 

Aggregation Database, gnomAD (Base de Datos de Agregación de Genomas [gnomAD], 2021). 

Esta base de datos desarrollada por un grupo internacional de investigadores, recolecta y 

armoniza la información proveniente de proyectos de secuenciación a gran escala tanto de 

exomas, como de genomas completos humanos. Se empleó el set de datos v2 (GRCh37/hg19) 

que cuenta con 125.748 secuencias de exones y 15.708 secuencias de genoma completo 
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pertenecientes a individuos no relacionados, secuenciados como parte de estudios específicos 

para detección de enfermedades o estudios genéticos poblacionales. 

Para ello, se ingresó en el buscador el código del gen de VIP, RSAD2. Con la información 

disponible en la tabla, se contabilizó el número total de variantes y el número de cada tipo de 

mutantes lo que permitió graficar el porcentaje de variantes de cada tipo. Luego, dentro de las 

variantes con mutaciones missense, se buscó a qué dominios de VIP afectaba principalmente. 

Se contabilizó el número total de mutaciones missense y luego, el número de mutaciones 

missense por dominio de VIP: N-terminal, central o Radical SAM y C-terminal. Se graficó esta 

relación. 

Entre todas las variantes, se buscó si alguna presentaba relevancia clínica. Para encontrar las 

variantes con significancia clínica, recurrimos a la base de datos ClinVar (Centro Nacional para 

la Información Biotecnológica [ClinVar], 2021) y entramos en el buscador RSAD2. La variante 

missense se seleccionó para realizar un análisis con predictores de efectos de mutaciones. Los 

predictores que se emplearon fueron: Variant Effect Predictor (VEP), PolyPhen-2, PROtein 

Variation Effect ANalizer (PROVEAN), Mutation Taster, Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT).  

 

15. Análisis de la expresión de IFN β y VIP en muestras de pacientes infectados con 

SARS-CoV-2 

Las muestras de pacientes infectados con SARS-CoV-2 fueron tomadas en distintos hospitales 

de la ciudad de Buenos Aires, por hisopado nasofaríngeo y conservadas en buffer salino hasta 

su procesamiento.  Por otro lado, las muestras de individuos sanos provinieron de integrantes 

del laboratorio y se tomaron por saliva. Una vez en el laboratorio (INBIRS-UBA-CONICET), se 

realizó la extracción de ARN con el kit comercial de Fapon Biotech Inc. y se sintetizó el ADNc. 

La carga viral de las muestras, se determinó mediante la amplificación por qPCR de los genes 

virales ORF1ab, N y RdRp respecto de la amplificación de los genes housekeeping actina y la 

subunidad A de la ARN polimerasa II celular. Adicionalmente, determinamos la amplificación 

de los genes de IFN β y VIP para su análisis en relación a la infección con SARS-CoV-2. 

15.1. Síntesis de ADNc 

La síntesis del ADNc simple cadena, se realizó al agregar 10 µl de mezcla 2X de la transcriptasa 

reversa (Tabla 7) a 10 µl de cada una de las muestras conteniendo 3 µg de ARN. Las mezclas se 

incubaron a 42°C por 2 h. 

Componente Volumen 

Buffer transcriptasa reversa 5.0 µl 
Mezcla dNTP (10 mM) 2.5 µl 

Oligonucleótidos aleatorios 0.5 µl 
Transcriptasa reversa M-MLV 1.0 µl 

Inhibidor de ARNasas 1.0 µl 
Total por reacción 10.0 µl 

Tabla 7: Composición de la mezcla 2X de la transcriptasa reversa M-MLV. 

 



67 
 

15.2. qPCR 

15.2.1. Mezcla de PCR 

La PCR se realizó con una mezcla comercial (Biodynamics) que contiene la Taq ADN 

polimerasa, los dNTP y SYBR green como fluoróforo disueltos en un buffer con Mg2+, cofactor 

de la polimerasa. A dicha mezcla se le agregó agua libre de ARNasas, los oligonucleótidos 

sentido y antisentido para amplificar los genes de interés y 3 µl de ADNc de cada una de las 

muestras (Tabla 8). 

Reactivo 25 µl de reacción 
 

2X Mezcla qPCR Biodynamics 12.5 µl 
Oligonucleótidos 

Sentido 
0.4 µl 

(50 µM) 
Oligonucleótidos 

Antisentido 
0.4 µl 

(50 µM) 
H2O 8.7 µl 

ADNc 3.0 µl 
 

Tabla 8: Composición de la mezcla para qPCR. Se muestran los componentes y volúmenes empleados 

para la PCR de cada muestra, con un volumen final de 25 µl. 

Los ARNm celulares del IFN β, de VIP y de actina se amplificaron a través del uso de una mezcla 

de oligonucleótidos sentido y antisentido (Tabla 9). 

Primer Secuencia  

 Sentido(5'-3') Antisentido (5'-3') 
IFNβ TAGCACTGGCTGGAATGAGA TCCTTGGCCTTCAGGTAATG 
VIP CGTGGAAGAGGACATGACGGAAC CCGCTCTACCAAATCCAGCTTC 
Actina GAGACCTTCAACACCCCAGCC AATGTCACGCACGATTTCCC 
Tabla 9: Secuencias de los primers de IFNβ, VIP y actina. Se indican las secuencias de los 

oligonucleótidos sentido y antisentido empleados para amplificar los genes de IFN β, VIP y actina. 

En el caso de los controles negativos se agregaron 3 µl de agua libre de ARNasas y 3 µl de 

muestra de CC. La tira de tubos, se centrifugó rápidamente y se colocó en la termocicladora 

(BioRad) por 40 ciclos. Además, se realizó la curva de disociación de los oligonucleótidos (Tabla 

10). 

Reacción Ciclos Temperatura Tiempo 

Desnaturalización 1 95°C 5 minutos 
PCR 40 95°C 

58° 
30 segundos 
45 segundos 

  72° 30 segundos 
  80° 10 segundos 

Curva de 
disociación 

1 72° 
55-95° 

5minutos 
7segundos 

Tabla 10: Ciclos, temperatura y duración de la qPCR. Se muestra el programa de temperaturas y 

tiempos de la PCR y de la curva de disociación de los oligonucleótidos. 
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15.2.2. Determinación de la expresión relativa de ARN 

El programa BioRad iQ5 (BioRad) nos permitió obtener los CT para el IFN β, VIP y actina. Dicho 

programa permitió obtener, además, las curvas de amplificación de la PCR y las curvas de 

disociación de los oligonucleótidos. En todas las reacciones, se obtuvieron productos únicos, se 

observó un sólo máximo en las curvas de disociación de los oligonucleótidos correspondientes 

a los 3 genes. 

Los CT obtenidos para cada gen se tabularon en una planilla de cálculos. Para cada duplicado 

de cada muestra se determinó el CT promedio de IFN β-actina o VIP-actina. Luego, se 

determinó el  ΔCT  para cada par de duplicados: 

ΔCT IFNβ/VIPPaciente X = CT IFNβ/VIP - CT Actina 

 

16. Análisis estadístico 

Los ensayos de qPCR se hicieron 2 veces mientras que el resto de los experimentos se 

realizaron 3 o más veces, excepto que se indique lo contrario. El análisis estadístico se hizo por 

comparación entre cada tratamiento respecto del control del ensayo, mediante el test de 

student de 2 colas y se consideró como diferencia significativa cuando el p valor fue inferior a 

0,05 (indicado con asteriscos en los gráficos). 
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Resultados 

1.  Respuesta inmune innata celular durante la infección con JUNV: las 

vías de expresión del IFN I y su rol durante la multiplicación viral 

La primera línea de defensa celular contra las infecciones virales, la constituye la respuesta al 

IFN. Existen 3 vías distintas de señalización del IFN: RIG-I/MDA5, STING y TRIF. JUNV, como la 

gran mayoría de virus con genoma de ARN de polaridad negativa, genera un ARNdc durante su 

multiplicación que produce la activación del PRR RIG-I (Chan y Gack, 2016; Huang et al., 2012).  

Las vías de respuesta al IFN I así como la expresión de sus productos, los ISG, representan un 

gran campo de investigación a explorar como posibles blancos terapéuticos para tratar las 

infecciones virales. Por otro lado, JUNV activa la vía de RIG-I pero no la vía de STING, PRR que 

detecta dinucleótidos cíclicos o ADNdc.  Es por este motivo que nos propusimos investigar los 

efectos de la activación de las vías del IFN: RIG-I y STING sobre la multiplicación de JUNV. 

1.1. Respuesta inmune innata celular: la activación de las vías de RIG-I y STING y su 

efecto sobre la multiplicación de JUNV 

La mayoría de las drogas antivirales se diseñaron para inhibir la replicación del virus y así evitar 

que complete el ciclo de multiplicación, actuando de manera específica sobre proteínas virales, 

es decir, actuando sólo sobre las células infectadas. El problema del uso de estas drogas es que 

los virus incorporan mutaciones y se vuelven resistentes a las mismas. Es por este motivo que, 

actualmente, las terapias se basan en la búsqueda de compuestos que puedan ejercer acción 

sobre proteínas celulares y así restringir la replicación viral. Un ejemplo de esta estrategia 

antiviral son los agonistas de la respuesta inmune innata ya que restringen la selección de 

mutantes de escape pues, las mutaciones del virus deben ser numerosas y en distintos sitios 

para que las diferentes ramas de la respuesta sean contrarrestadas, como ocurre con el caso 

de la resistencia a IFN (Perales y Domingo, 2015).  

El estudio de la estimulación de la respuesta inmune innata frente a la infección con JUNV, se 

realizó con 2 tipos de compuestos que indujeron la expresión del IFN I activando la vía de RIG-I 

o la vía de STING. En ambos casos, se emplearon compuestos provistos por el Dr. 

RadhakrishnanIyer de la compañía farmacéutica Spring Bank Pharmaceuticals, con quien 

establecimos una colaboración. Dichos compuestos resultaron ser antivirales de amplio 

espectro ya que mostraron ser efectivos contra las infecciones de DENV, ZIKV, HCV, RSV y 

norovirus según datos aportados por otros laboratorios que participaron de este estudio 

(Desarrollo de Drogas y Vehiculización [DDD], 2018). 

La vía de RIG-I se activó con distintos compuestos denominados SB 9003-5, SB 9003-6, SB 

11239, SB 11240, SB 11242, SB 11243, SB 11245 y SB 11246, todos derivados de la molécula SB 

9200 (Figura 21) mientras que la vía de STING se activó únicamente con el compuesto SB 

11285.  
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Figura 21: Estructura química 3D del compuesto SB 9200. A partir de esta estructura original, se 

realizaron distintas modificaciones químicas y se sintetizaron los distintos compuestos testeados. En la 

parte superior, se destaca el grupo dicíclico compuesto por un heterociclo de 5 átomos de carbono y 

otro heterociclo de 6 átomos de carbono. Adaptado (Centro Nacional para la Información Biotecnológica 

[PubChem], 2021). 

 

Dado que se emplearon 10 compuestos con distintas denominaciones se los numeró para 

simplificar la notación y por ende la lectura de resultados (Tabla 11). 

Nombre Compuesto 

SB 9200 1 

SB 9003-5 2 

SB 9003-6 3 

SB 11239 4 

SB 11240 5 

SB 11242 6 

SB 11243 7 

SB 11245 8 

SB 11246 9 

SB 11285 10 

Tabla 11: numeración de los compuestos SB empleados del 1 al 10. 

Los compuestos empleados son compuestos orgánicos insolubles en solventes polares, motivo 

por el cual se solubilizaron en DMSO, solvente orgánico. Por eso, determinamos, en primer 

lugar si las concentraciones de compuestos aplicadas en el ensayo podrían resultar citotóxicas 

por el efecto del solvente DMSO per se. Para evaluar dicho efecto, se trataron células A549 por 

72 hs con distintas concentraciones de DMSO y se determinó la viabilidad celular por el 

método de MTT. Las concentraciones de compuestos ensayadas para determinar la actividad 

antiviral representan entre el 0,4-1% DMSO. Estas concentraciones de DMSO no generaron 

toxicidad, correspondiendo un 100% de viabilidad para las células A549 (Figura 22A). 

Luego, nos propusimos evaluar el efecto citotóxico que podrían generar los compuestos 1-9 

que activan la vía de RIG-I. Para ello, se trataron células A549 con concentraciones crecientes 



72 
 

de los compuestos y cada 24 h se descartó el medio condicionado y se reemplazó con medio 

condicionado fresco con la misma concentración, de modo tal de mantener activada la vía. Al 

cabo de 72 h de tratamiento, se determinó la viabilidad de las células A549 por el método de 

MTT y se determinaron las CC50 a partir de las curvas de viabilidad celular para cada uno de los 

compuestos (Figuras 22B, C y D).  

 

Figura 22: Activación de las vías de RIG-I y su efecto sobre la multiplicación de JUNV. Se determinó la 

viabilidad de células A549 a las 72 h de tratamiento con el solvente DMSO (A) como con los compuestos 

1-10 (B, C y D) por el método de MTT. La actividad antiviral de los compuestos sobre JUNV se determinó 

pretratando a las células A549 por 24 h antes de infectarlas y reemplazando el medio condicionado cada 

vez que se cosechó el virus extracelular a las 24 y 48 h.p.i. El virus se tituló por el método de placas y se 

determinó el porcentaje de inhibición de JUNV respecto del CV a las 24 h.p.i (E) y a las 48 h.p.i (F). Los 

resultados pertenecen a 2 ensayos independientes y los valores mostrados corresponden a la media y 

desvío estándar y los asteriscos indican diferencias significativas resultantes del análisis estadístico t 

student de 2 colas. 
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El compuesto 8, SB 11245, resultó citotóxico aún en la concentración más baja empleada 

alcanzando una viabilidad máxima del 62.1% (Figura 22D), por lo cual se lo descartó del ensayo 

de actividad antiviral. Los compuestos restantes, mostraron una viabilidad celular dosis 

dependiente con valores de hasta 50% en el rango de 0-100 µM y valores superiores al 90% en 

el rango 0-40 µM (Figuras 22B, C y D). Luego, se ensayaron distintas concentraciones de los 

compuestos para evaluar la actividad antiviral a las 24 y 48 h.p.i. (datos no mostrados). Dado 

que el objetivo era comparar el efecto antiviral de los compuestos sobre JUNV, se seleccionó la 

concentración de 30 µM ya que resultó la concentración de mayor efecto inhibitorio sobre 

JUNV y de menor efecto tóxico sobre las células (Figura 22B, C y D). 

El ensayo de actividad antiviral se realizó con los compuestos 1-7 y 9. Para ello, células A549 se 

trataron con los compuestos a una concentración de 30 µM por 24 h previo a la infección con 

JUNV con una MOI de 0,1. Luego, se volvió a agregar medio condicionado con 30 µM de cada 

uno de los compuestos, según correspondiera y se cosechó el virus extracelular a las 24 h.p.i. 

Se reemplazó nuevamente con medio condicionado y se cosecharon los sobrenadantes a las 48 

h.p.i. El virus extracelular se tituló por el método de placas. Se determinó el porcentaje de 

inhibición de la multiplicación de JUNV respecto del control viral tanto a las 24 h.p.i (Figura 

22E) como a las 48 h.p.i. (Figura 22F).  

Todos los compuestos que activan la vía de RIG-I, presentaron un efecto inhibitorio sobre la 

multiplicación de JUNV pues, disminuyeron el virus infectivo liberado al medio extracelular 

respecto del CV. El compuesto 7 mantuvo su inhibición del 69% sobre JUNV tanto a las 24 

como a las 48 h.p.i. (Figuras 22E y 22F). El compuesto 9 también demostró un efecto 

inhibitorio del 74,2% sobre JUNV a las 24 h.p.i respecto del CV (Figura 22E). El resto de los 

compuestos mostró diferencias en la inhibición a las 24 y 48 h.p.i. El tratamiento con los 

compuestos 1, 3, 4 y 5 generó un aumento de la inhibición de JUNV del 26,6 %, 10%, 15% y 

21,6% a las 48 h.p.i respecto de las 24 h.p.i. Por otro lado, los compuestos 2 y 6 produjeron 

una disminución de la inhibición de la multiplicación de JUNV a las 48 h.p.i. respecto del CV del 

9,4 % y 4,8%  (Figura 22F). 

El compuesto 10, SB 11285, activa la vía de STING. Para estudiar su efecto sobre la 

multiplicación de JUNV también se evaluó en primera instancia su citotoxicidad y luego se 

realizó el ensayo de actividad antiviral como se detalló anteriormente. 

El tratamiento de células A549 con el compuesto 10 redujo la viabilidad de manera dosis 

dependiente, alcanzando máxima citotoxicidad a concentraciones superiores a 200 µM, 

mientras que generó una viabilidad promedio del 95% en el rango 0-30 µM (Figura 23A). Es 

por este motivo que se determinó la actividad antiviral del compuesto 10 sobre JUNV en la 

concentración de 30 µM. El  ensayo de actividad antiviral mostró una inhibición del 90% de la 

multiplicación de JUNV en células A549 tanto a las 24 como las 48 h.p.i. (Figuras 23 A y B). 

 



74 
 

 

Figura 23: Activación de la vía de STING y su efecto sobre la multiplicación de JUNV. Se evaluó el efecto 

citotóxico del compuesto 10 en células A549 a las 72 h de tratamiento por el método de MTT (A). La 

actividad antiviral del compuesto 10 sobre JUNV se determinó pretratando a las células A549 por 24 h 

antes de infectarlas y reemplazando el medio condicionado cada vez que se cosechó el virus extracelular 

a las 24 y 48 h.p.i. El virus se tituló por el método de placas y se determinó el porcentaje de inhibición de 

JUNV respecto del CV a las 24 h.p.i (B) y a las 48 h.p.i (C). Se muestran los valores promedio y desvío 

estándar de 2 ensayos independientes, los asteriscos indican diferencias significativas resultantes del 

análisis estadístico t student de 2 colas. 

 

El compuesto 10, el cual activa la vía de STING es de los 9 compuestos ensayados el que 

produjo una inhibición máxima sobre la multiplicación de JUNV en células A549, alcanzando un 

valor del 90% (Figuras 23A y B). Si bien este valor es muy alto y es una característica deseable 

en un fármaco que se proyecta como droga antiviral es necesario determinar el IS. El IS es el 

cociente entre la CC50 y la CE50, es decir, es la relación entre la concentración de fármaco a la 

cual disminuye la viabilidad celular en un 50% y la concentración de fármaco que genera el 

50% de la eficacia máxima. Es deseable que los fármacos presenten un IS ≥ 10, como mínimo, 

para ser considerados antivirales aceptables mientras que valores de IS ≥ 100 sugieren 

excelente eficacia antiviral. Dado que nos interesaba caracterizar su potencial antiviral, 

determinamos los IS para cada uno de los compuestos empleados (Tabla 12).  

El IS más alto lo presentó el compuesto 5 (SB 11240) con un valor de 10,33 superando apenas 

el criterio mínimo. El IS del resto de los compuestos osciló entre 4 y 7 con lo cual no cumplen 

con el criterio de selección (Tabla 12).  
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Compuesto CC50 (µM) CE50 (µM) IS 

1 93,2 ± 2,1 23 ± 1,87 4,05 

2 116,4 ± 1,94 20,1 ± 2,3 5,79 

3 75,1 ± 0,33 15,2 ± 0,63 4,94 

4 112 ± 2,25 15,8 ± 1,43 7,09 

5 135,3 ± 0,67 13,1 ± 2,4 10,33 

6 104,8 ± 1,87 22,3 ± 1,11 4,7 

7 157,3 ± 1,13 21,4 ± 1,97 7,35 

9 92,6 ± 2,52 17,6 ± 2,1 5,26 

10 61,4 ± 1,32 13,7 ± 0,54 4,48 

 Tabla 12: Índice de selectividad de los compuestos. A partir de las CC50 y de la CE50 de los 

compuestos se determinó el IS para evaluar su potencial como droga antiviral. Se presenta la media de 

cada variable y el desvío estándar. 

 

Aún el compuesto 10 (SB 11285) que resultaba prometedor como antiviral al inhibir a JUNV en 

un 90%, presentó un IS de 4,48 (Tabla 12) estando por debajo de la mitad del valor requerido 

para continuar con los estudios. Por este motivo, no se realizaron estudios adicionales de 

ningún compuesto antiviral para JUNV. Sin embargo, las actividades registradas para estos 

compuestos son suficientes para su futuro uso in vitro como moduladores de respuesta del 

IFN. 

 

1.2. Respuesta inmune innata celular: efecto del IFN I sobre la multiplicación de 

JUNV 

Existen diversos reportes acerca del efecto restrictivo del IFN sobre la multiplicación de los 

arenavirus patógenos y no patógenos. El alcance del efecto es muy variable y depende en gran 

medida del tipo de virus, la cepa y del origen del cultivo en el cual se realice el estudio, pues 

distintas líneas celulares generan distintos niveles de respuesta. En este caso, estudiamos el 

efecto del IFN I sobre cultivos de células A549 y Vero infectadas con JUNV. 

En primer lugar, se determinó la viabilidad de cada cultivo celular en presencia del IFN. Se 

ensayó un amplio rango de concentraciones de 0-100.000 UI/ml durante 24 h y se determinó 

la viabilidad por el método MTT. Las concentraciones de IFN α empleadas no resultaron tóxicas 

para ninguno de los cultivos celulares, según los valores de viabilidad superiores al 90% (Figura 

24A). A continuación, se realizó el ensayo de actividad antiviral. Para ello, se trataron células 

A549 y Vero durante 10 h con concentraciones crecientes de IFN α en un rango de 0-20.000 

UI/ml.  Se  infectaron los cultivos celulares con JUNV a una MOI de 0,1 y a las 24 h.p.i. se 

cosechó el virus extracelular para realizar su cuantificación por el método de placas. En 

ausencia de IFN, ambas líneas celulares resultaron permisivas a la infección con JUNV. El 

rendimiento viral fue mayor en células Vero que en células A549, alcanzando títulos virales de 

3,5x105 UFP/ml y 7,8x104 UFP/ml, respectivamente (Figura 24B). Además, el tratamiento con 

2500 UI/ml de IFN α disminuyó los niveles de virus infectivo en 1,25 log en A549 y 0,5 log en 

Vero, mientras que la disminución máxima de virus infectivo ocurrió en células tratadas con 
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5000 UI/ml de IFN α y fue de 1,4 log en A549 y de 0,6 en Vero, respectivamente (Figura 24B). 

Estos resultados demuestran que existe una respuesta diferencial en la infección con JUNV 

frente al tratamiento con IFN I exógeno. Los títulos virales máximos y mínimos alcanzados 

resultaron siempre mayores en células Vero respecto de células A549, lo cual indicaría una 

diferencia de base entre las líneas celulares no debida al IFN exógeno. El tratamiento con IFN α 

en el rango de 10.000- 20.000 UI/ml produjo la misma caída en los niveles de virus infectivo 

que 5000 UI/ml, motivo por el cual elegimos dicha concentración como la óptima para evaluar 

su efecto sobre la multiplicación de JUNV (Figura 24B). 

 

 

Figura 24: Efecto del IFN α sobre cultivos celulares infectados con JUNV. Se trataron células A549 y 

Vero con distintas concentraciones de IFN α. Las concentraciones de IFN empleadas resultaron no 

tóxicas (A). Se trataron células A549 y Vero con distintas concentraciones de IFN α, se infectaron con 

JUNV y a las 24 h.p.i se determinaron los niveles de virus infectivo por método de placas (B). Las líneas 

continuas muestran los resultados para los cultivos celulares de A549 mientras que las líneas punteadas 

indican los valores obtenidos para los cultivos de Vero. Se muestran los valores promedio y el desvío 

estándar de 2 ensayos independientes. 

 

El efecto de restricción de la infección viral por parte del IFN α se evaluó también por 

expresión de antígeno viral, analizada por IFI. Para ello, células A549 y Vero se trataron con 

5000 UI/ml de IFN α por 10 h y luego se infectaron con JUNV. Al cabo de 24 y 48 h.p.i. se 

fijaron las células para IFI y se marcó la glicoproteína viral G1 de JUNV, para identificar las 

células infectadas. Se cuantificó el número de células totales y positivas mediante el software 

Fiji y se determinó el porcentaje de células G1 positivas en los cultivos infectados y tratados 

con IFN α respecto de los cultivos infectados sin tratar (CV). La cuantificación a las 24 h.p.i., 

mostró que el porcentaje de células A549 infectadas con JUNV y pretratadas con IFN α, fue del 

12,34%, es decir, hubo una disminución de la expresión de G1 del 87,66% respecto del CV 

(Figura 25A). El porcentaje de células Vero infectadas y tratadas fue del 27,23%, por lo cual, el 

tratamiento con IFN disminuyó la expresión de G1 un 72,77% respecto del CV (Figura 25B). A 

las 48 h.p.i., la cuantificación de células A549 infectadas en presencia de IFN indicó porcentajes 

de infectividad del 85,19%, lo cual representó una merma del 14,81% de la expresión de G1, 

respecto del CV (Figura 25C). Por otro lado, en células Vero se evidenció una caída de la 
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infectividad del 4,28% respecto del CV sin tratar, siendo el porcentaje de células infectadas de 

95,72 % (Figura 25D). 

 

 

Figura 25: Efecto del IFN α sobre la multiplicación de JUNV. Se trataron cultivos celulares de A549 y 

Vero con 5000 UI/ml de IFN α previo a la infección con JUNV y se fijaron y procesaron para IFI. Se 

cuantificó el virus intracelular a través de la marcación de G1 de JUNV en células A549 a las 24 (A) y 48 

h.p.i. (C) al igual que en células Vero a las 24 (B) y 48 h.p.i. (D). Se muestran los valores promedio y 

desvío estándar de 2 ensayos independientes.  

Estos resultados demostraron que el IFN I restringe la infección de JUNV en cultivos in vitro, es 

decir, que la multiplicación de JUNV es sensible al IFN I, pero además mostró que distintas 

líneas celulares tienen diferentes capacidades de respuesta a IFN y que dicha respuesta varía 

en el tiempo. Se observa una clara diferencia en el nivel de infectividad viral entre las 24 y las 

48 h.p.i. A las 24 h.p.i, el efecto antiviral del IFN es máximo (Figuras 24B, 25A, 25B) mientras 
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que a las 48 h.p.i el efecto restrictivo del IFN es contrarrestado por la multiplicación viral 

(Figuras 25 C y D), es decir, el efecto antiviral celular generado por el IFN se ve ampliamente 

superado por el progreso de la infección viral (Figuras 25 A,B vs C,D).  

Cabe destacar que sin aplicar ningún tipo de tratamiento, existió una diferencia en los niveles  

de producción e infectividad viral en los cultivos de A549 y Vero, tal como mostraron la 

titulación de los sobrenadantes y las imágenes de las IFI. Esto sugiere que la diferencia de 

restricción a la multiplicación de JUNV, radica en la propia línea celular y se debe a la diferencia 

en la capacidad de respuesta a la infección viral que podría estar relacionada con la vía del IFN. 

Esto explica que la multiplicación de JUNV sea más restringida en células A549 que en células 

Vero a mismos tiempos de infección (Figura 25 A,B vs C,D). 

 

1.3. Respuesta inmune innata celular: expresión del ISG VIP en respuesta a la 

infección con JUNV 

Existen numerosos antecedentes de actividad antiviral de VIP contra diversos virus con 

genoma de ARN. Los resultados de nuestro grupo de trabajo, mostraron que JUNV es un 

inductor fuerte de la vía RIG-I de la cascada del IFN y que induce la expresión de VIP. El estudio 

de la cinética de expresión de VIP en respuesta a la infección con JUNV, mostró que a tiempos 

cortos de infección los niveles de ARNm de VIP son indetectables. A las 24 h.p.i. los niveles de 

ARNm de VIP aumentan significativamente, mientras que se observa expresión ubicua de VIP 

en los cultivos celulares. A las 48 h.p.i., los niveles de ARNm de VIP son máximos mientras que 

los niveles de expresión de VIP en los cultivos disminuyen (Peña Cárcamo et al., 2018). 

Dado que VIP es un ISG que se expresa frente a la infección con JUNV, decidimos determinar la 

actividad antiviral de VIP en cultivos celulares infectados de A549 y Vero en un contexto con y 

sin IFN. Este estudio, lo realizamos mediante la sobreexpresión de VIP. Para ello, se 

transfectaron cultivos de células A549 y Vero con los plásmidos vacío (pcDNA) o codificante 

para VIP (pcDNA-VIP) y luego se infectaron con JUNV. Al cabo de 24 h.p.i. se cosecharon los 

sobrenadantes y se titularon por método de placas mientras que las monocapas celulares 

infectadas, se fijaron y se procesaron para IFI. 

La sobreexpresión de VIP en células A549 redujo la producción de viriones infectivos en 1 log 

(99%) (Figura 26A). Asimismo, se observó una reducción del 88,74% de las células que 

expresan G1 (Figura 26B). A continuación, decidimos estudiar la distribución de células 

infectadas, determinando si se encontraban en grupos denominados foci o aisladas. Al 

discriminar este parámetro, encontramos que la sobreexpresión de VIP no modificó 

significativamente el promedio de foci virales pues resultó de 8,3 mientras que fue de 5 en el 

CV (Figura 26C). Por el contrario, el número promedio de células infectadas que componen los 

foci virales mostró una reducción del 96,5% en células que sobreexpresaron VIP, pues resultó 

ser de 3,6 respecto de las 102,6 células infectadas del CV (Figura 26C). 
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Figura 26: Efecto antiviral de VIP sobre JUNV en células A549. Cultivos celulares de A549 se 

transfectaron con un plásmido vacío (pcDNA) o codificante (pcDNA-VIP) para VIP y al día siguiente se 

infectaron con JUNV. A las 24 h.p.i se cosecharon los sobrenadantes y se fijaron las células para IFI. Se 

determinaron los niveles de virus extracelular por método de placas en A549 (A) e intracelular por 

expresión de G1 de JUNV (B). Adicionalmente, se cuantificó el número de foci virales y el número de 

células por foco viral (C). Los resultados pertenecen a 2 ensayos independientes y los valores mostrados 

corresponden a la media y desvío estándar. Los asteriscos indican diferencias significativas resultantes 

del análisis estadístico t student de 2 colas. 

 

El mismo análisis se realizó en cultivos de células Vero (Figura 27). La sobreexpresión de VIP 

generó una reducción del 25% en la producción de partículas infectivas (Figura 27A) y una 

reducción del 34,5% de células que expresaron el antígeno viral G1 respecto del CV (Figura 

27B). La media de foci virales fue de 4 para el CV mientras que resultó de 8 para las células que 

sobreexpresaron VIP, aunque dicha diferencia no resultó significativa (Figura 27C). Por otro 

lado, sí existió una disminución en la media de células infectadas que forman los foci y fue del 

45% en células que sobreexpresaron VIP respecto del CV (Figura 27C). 

Estos resultados, demuestran que VIP ejerce un efecto antiviral sobre JUNV, puesto que se 

observa una reducción de los niveles de infección viral tanto en los cultivos de A549 como de 

Vero (Figuras 26 y 27). VIP podría ocasionar la reducción de la expresión de G1 (Figuras 26B y 

27B) así como también la disminución del número de viriones infectivos liberados al medio 

extracelular (Figuras 26A y 27A), lo cual inhibiría la propagación de la infección a células 

vecinas. Esto generaría la disminución del tamaño de los foci virales, es decir, la media de 

células infectadas por foco viral (Figuras 26C y 27C). 
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Figura 27: Efecto antiviral de VIP sobre JUNV en células Vero. Cultivos celulares de Vero se 

transfectaron con un plásmido vacío (pcDNA) o codificante (pcDNA-VIP) para VIP y al día siguiente se 

infectaron con JUNV. A las 24 h.p.i se cosecharon los sobrenadantes y se fijaron las células para IFI. Se 

determinaron los niveles de virus extracelular por método de placas en células Vero (A) e intracelular 

por expresión de G1 de JUNV (B). Adicionalmente, se cuantificó el número de foci virales y el número de 

células por foco viral (C). Los resultados pertenecen a 2 ensayos independientes y los valores mostrados 

corresponden a la media y desvío estándar. Los asteriscos indican diferencias significativas resultantes 

del análisis estadístico t student de 2 colas. 

 

La acción inhibitoria de VIP sobre la multiplicación de JUNV se observó en ambos cultivos. Por 

lo tanto, la diferencia de respuesta antiviral observada entre ambas líneas celulares, podría 

deberse a un efecto acumulativo de expresión-secreción de IFN más expresión de VIP 

endógena-exógena en el caso de las células A549, lo cual genera un ambiente más restrictivo 

para la multiplicación de JUNV (Figuras 26 y 27). Por último, observamos nuevamente la 

diferencia de infectividad máxima de JUNV a mismos tiempos de infección, siendo mayor en 

células Vero respecto de células A549 (Figuras 26,27 vs 24,25). 

Estos datos sobre la acción antiviral de VIP en cultivos celulares infectados con JUNV, nos 

condujeron al estudio del mecanismo de acción de esta proteína. 
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2. VIP y su rol durante la multiplicación de JUNV 

Los antecedentes muestran que VIP ejerce su acción antiviral de maneras muy diversas pero 

siempre durante las etapas intermedias o tardías de los ciclos de multiplicación viral.  

La etapa intermedia comprende la replicación, la cual está regulada por NP pues su 

concentración dirige los procesos de transcripción/replicación (Burri, da Palma et al., 2012; 

Pinschewer et al., 2003). Por otro lado, en la etapa tardía, se produce la brotación viral, la cual 

está relacionada con la expresión de GPC. 

Es por este motivo que decidimos estudiar el efecto de VIP durante las etapas intermedias y 

tardías de la multiplicación de JUNV y su interacción con las proteínas virales NP y GPC, 

respectivamente. Dicho análisis, se realizó mediante el uso de un sistema de VIP inducible, Tet-

ON, en el cual se induce la expresión de VIP en las células, por agregado de doxiciclina a un 

tiempo deseado. Estos ensayos se realizaron durante una pasantía en la Universidad de Umeå, 

en colaboración con la Dra. Anna Överby pues su grupo de investigación estudia a VIP como 

factor de restricción en la infección con flavivirus, en particular, con TBEV. 

2.1. VIP: su efecto en etapas intermedias de la multiplicación de JUNV y su relación 

con NP 

El estudio del efecto de VIP sobre estadíos intermedios del ciclo de multiplicación de JUNV, se 

realizó induciendo primero su expresión y luego infectando con una alta MOI. Para lograr esta 

condición, las células HEK293 flip-in se indujeron con doxiciclina durante toda la noche y luego 

se infectaron con JUNV a una MOI=1. A las 24 h p.i se cosecharon las células y se procesaron 

para qPCR. Los resultados mostraron una reducción del 40% de los niveles de ARN viral de NP 

en células que sobreexpresaron VIP respecto de las que no (Figura 28). Esto indica que VIP 

podría ejercer su actividad antiviral durante las etapas intermedias de la multiplicación de 

JUNV.  

 

Figura 28: Efecto de VIP en etapas intermedias del ciclo de multiplicación de JUNV. Células HEK293 

Flipin codificantes para VIP con un promotor inducible por tetraciclina, fueron inducidas (Tet+) o no 

(Tet-) con doxiciclina e infectadas con JUNV. A las 24 h.p.i las células se cosecharon y se procesaron para 

qPCR. Se cuantificó la amplificación del gen NP de JUNV en relación a la amplificación del gen celular 

actina. Se muestran la media y el desvío estándar de 2 ensayos independientes. Los asteriscos indican 

diferencias significativas resultantes del análisis estadístico t student de 2 colas. 
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Los resultados sugieren que VIP podría actuar a nivel de la replicación viral, motivo por el cual 

nos propusimos determinar si existe interacción entre esta proteína y NP. Para ello, se 

transfectaron células HEK293T con el plásmido codificante para VIP y se infectaron con JUNV.  

Al cabo de 24 y 48 h.p.i se cosecharon las células, se procesaron para CoIP, se inmunoprecipitó 

con anticuerpos anti-NP y se resolvieron los complejos proteicos por electroforesis. Las calles 

correspondientes a las fracciones de IP de ambas muestras, se revelaron con anticuerpos anti-

VIP. La presencia de bandas de aproximadamente 42 kDa, mostró la presencia de VIP, tanto a 

las 24 como 48 h.p.i. (Figura 29). Este hallazgo, evidenció la existencia de interacción entre NP 

de JUNV y VIP. 

 

 

Figura 29: Interacción de VIP con NP de JUNV. Células A549 transfectadas con el plásmido codificante 

para VIP, se infectaron o no con JUNV. A las 24 y 48 h.p.i. se cosecharon las células y se procesaron para 

CoIP. Se inmunoprecipitó NP de JUNV, se resolvieron las proteínas por electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes y se reveló VIP. Se muestra uno de los resultados de 2 ensayos independientes. 

 

 

2.2. VIP: su efecto en etapas tardías de la multiplicación de JUNV y su relación con 

GPC 

El análisis del efecto de VIP sobre estadíos tardíos del ciclo de multiplicación viral, se realizó 

infectando a células HEK293 flip-in con JUNV a una MOI=0,1 e induciéndolas con doxiciclina 

durante toda la noche. A las 48 h.p.i, se cosecharon las células y se procesaron para qPCR. Los 

niveles de expresión de ARN viral no variaron frente a la sobreexpresión o no de VIP (Figura 

30). Estos resultados sugieren que la presencia de VIP no afectaría procesos tardíos del ciclo de 

multiplicación viral. Sin embargo, no podemos descartar esta posibilidad ya que los niveles de 

expresión de VIP en este ensayo podrían haber sido bajos e insuficientes para ejercer actividad 

antiviral contra JUNV. 
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Figura 30: Efecto de VIP en etapas tardías del ciclo de multiplicación de JUNV. Células HEK293 Flipin 

codificantes para VIP con un promotor inducible por tetraciclina fueron inducidas (Tet+) o no (Tet-) con 

doxiciclina e infectadas con JUNV. A las 48 h.p.i las células se cosecharon y se procesaron para qPCR. Se 

cuantificó la amplificación del gen NP de JUNV en relación a la amplificación del gen celular actina. Se 

muestran los valores promedio y desvío estándar de las mediciones. 

 

Si bien no hubo resultados claros sobre la participación de VIP en etapas tardías de la 

multiplicación de JUNV, nos propusimos analizar la posible interacción entre VIP y GPC.  

 

2.2.1. VIP y su relación con GPC 

2.2.1.1. La interacción entre VIP y GPC 

La posible interacción, se estudió mediante un ensayo de CoIP que involucró la transfección de 

células HEK293T con distintos plásmidos. Los plásmidos de VIP y GPC codifican para proteínas 

recombinantes VIP-3xFLAG y GPC-MYC. Los péptidos tag 3xFLAG y MYC, se localizan en los 

extremos N-terminal y C-terminal de las proteínas, respectivamente y son detectados de 

manera robusta por anticuerpos comerciales (ver Figura 32). 

Este análisis implicó el uso de controles positivos y negativos de interacción, lo cual demuestra 

en caso de ocurrir, la especificidad de la misma. La proteína Ciao1 se utilizó como control 

positivo ya que interactúa con VIP en el citoplasma formando un anillo de proteínas (Upadhyay 

et al., 2014), mientras que la proteína de la cápside C de TBEV, se empleó como control 

negativo, dado que no interactúa con VIP (Vonderstein et al., 2017). Asimismo, la proteína 

celular tubulina sirvió como control de carga ya que es una proteína de expresión constitutiva. 

Las células HEK293T se transfectaron con distintas combinaciones de plásmidos. A las 24 h.p.t., 

se cosecharon las células, se procesaron las muestras y se realizó la inmunoprecipitación con el 

anticuerpo anti-FLAG. Las proteínas presentes en los LC e IPs se resolvieron por electroforesis y 

se reveló la presencia o ausencia de las mismas. 

Se muestran los resultados para las distintas condiciones. En la columna derecha, en el margen 

superior, se indican los plásmidos que se transfectaron en cada caso (+) y en el margen inferior 
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se indican los anticuerpos utilizados para revelar el WB y el PM correspondiente para cada 

proteína de fusión (Figura 31A panel superior). 

 

 

Figura 31: Interacción de VIP con GPC de JUNV. Células HEK293T fueron transfectadas con plásmidos 

codificantes para VIP, GPC, Ciao1, C de TBEV y sus distintas combinaciones. A las 24 h.p.t. las células se 

procesaron para CoIP. Se inmunoprecipitó VIP a través del péptido FLAG y las proteínas se resolvieron 

por electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Ciao1 y C de TBEV se emplearon como controles de 

interacción con VIP, positivo y negativo, respectivamente. Se muestra una imagen representativa de las 

fracciones de LC e IP resueltas por electroforesis. Se observan 7 calles, comenzando de izquierda a 

derecha (A). Cuantificación de la relación de intensidades de las fracciones IP/LC de las bandas 

correspondientes a GPC y a Ciao1. Se muestran los valores promedio y desvío estándar de 3 ensayos 

independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las relaciones de intensidades 

respecto de Ciao1, control positivo, con p<0,05 resultado del análisis estadístico t student de 2 colas (B). 

 

Las fracciones de LC, revelaron la presencia de bandas de tubulina de igual intensidad en todas 

las calles, lo cual indicó que la siembra representó la misma cantidad de proteína en todos los 

casos. Se detectó la presencia de VIP, Ciao1 y C de TBEV como una única banda de 42, 38 y 11 

kDa, respectivamente. En el caso de GPC de JUNV se observó un patrón de 3 bandas con 

distinto PM. La primera banda, de mayor intensidad, corresponde a la forma sin clivar del 

complejo glicoproteico GPC (SSP-G1-G2) de 70 kDa, la más abundante debido a la alta 

concentración de la proteína y la baja eficiencia de clivado de la enzima SKI-1/S1P. Luego, se 

observaron 2 bandas contiguas de 55 kDa aproximadamente que corresponderían a complejos 

de G2, quizás en combinación con G1 por eso lo denominamos G2/*. Dado que se observan 2 
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bandas contiguas, a la primera banda se la denominó complejo G2/* superior (G2/*s) y a la 

segunda banda, complejo G2/*inferior (G2/*i). La tercera banda de 35 kDa aproximadamente 

corresponde a G2 (Figura 31A panel superior). Cabe destacar que no es posible detectar 

directamente G1 en estos ensayos pues se utiliza el anticuerpo anti-MYC que detecta sólo G2-

MYC (ver Figura 32). 

Las fracciones de IP de VIP reveladas con anticuerpo anti-FLAG, mostraron la presencia de 

banda de dicha proteína en todas las calles correspondientes a su expresión. La calle 6, 

correspondiente a la coexpresión de VIP y Ciao1, reveló la presencia de ambas proteínas. Este 

resultado fue acorde a lo esperado, pues es el control positivo de interacción con VIP. La calle 

7, correspondiente a la cotransfección de VIP y C de TBEV, no mostró la banda de C pero sí la 

banda de VIP pues era el control de interacción negativo. Por otro lado, la calle 5, 

correspondiente a la coexpresión de VIP y GPC, reveló la presencia de ambas proteínas. Se 

observaron las bandas del complejo precursor de GPC de 70 kDa y los complejos G2/* de 55 

kDa. La banda de 35 kDa, correspondiente a G2, no se observó en el IP. Esto evidencia que la 

inmunoprecipitación de VIP conlleva la CoIP de los complejos precursor de GPC y G2/*(Figura 

31A panel inferior). 

Adicionalmente, se realizó la cuantificación de la intensidad de las bandas resultantes del 

revelado del WB. Para ello, se usó el programa Fiji y se determinaron las intensidades de las 

bandas presentes tanto en las fracciones de LC como de IP. Luego, se determinó la relación 

intensidad banda IP/intensidad banda LC y se graficaron esos resultados (Figura 31B). Ciao1 se 

empleó como control positivo de interacción, por lo cual, se lo utilizó como referencia para 

determinar si existen diferencias en la interacción de VIP con GPC. La relación IP/LC de Ciao1 

resultó de 1 aproximadamente. Dado que el patrón de expresión de GPC mostró distintas 

bandas, se realizó el análisis de cada banda por separado: el complejo GPC de 70 kDa y las 2 

bandas contiguas G2/*s y G2/*i. Las relaciones intensidad IP/LC de las 3 bandas fueron 

significativamente superiores a la de Ciao1 (Figura 31B). Esto se debe a que, al realizar la 

inmunoprecipitación de VIP, se concentra esta proteína y en consecuencia, las proteínas que 

interactúan con ella. 

Al demostrar la interacción de GPC con VIP, buscamos determinar la región de VIP involucrada 

en dicha interacción. Para ello, empleamos distintas versiones mutantes de VIP (Figura 32): 

• VIP M1: posee 3 mutaciones puntuales en el dominio radical SAM. Los 3 aminoácidos 

cisteína son reemplazados por 3 alaninas.  

• VIP TC20: carece de los últimos 20 aminoácidos correspondientes al extremo C-

terminal. 

• VIP TN42: carece de los primeros 42 aminoácidos del extremo N-terminal. 

• VIP TN50: carece de los primeros 50 aminoácidos del extremo N-terminal. 

• HCVNS5α-VIP: proteína recombinante, la cual carece de los primeros 50 aminoácidos 

de VIP y en su lugar posee la alfa hélice de la proteína NS5 de HCV (HCVNS5α+ 

TN50VIP). 
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Figura 32: Dominios de la proteína VIP, sus mutantes y GPC. VIP es una proteína de 361 aminoácidos 

con 3 dominios: N-terminal de 1-70 que incluye la α hélice 1-42 marcada en rosa, Radical SAM de 71-182 

marcado en celeste y C-terminal 183-361 en amarillo claro. Se clonó río arriba del gen de VIP una 

secuencia 3XFLAG codificante para un péptido pequeño diseñado para ser detectado por anticuerpos 

comerciales. GPC es el precursor del complejo glicoproteico de JUNV de 485 aminoácidos. Está 

compuesto por el SSP de 58 aminoácidos, G1 que abarca del aminoácido 59 al 251 y G2 del aminoácido 

252 al 485. Dicho complejo se cliva secuencialmente en RE y Golgi por la endopeptidasa celular y por 

SKI-1/S1P, respectivamente. Río abajo de este complejo se clonó una secuencia codificante para el 

péptido pequeño MYC reconocido por anticuerpos comerciales. 

 

El análisis de la región de VIP involucrada en la interacción con GPC, se realizó por dominios. En 

una primera instancia, se analizaron los dominios central radical SAM y C-terminal mediante el 

uso de las mutantes VIPM1 y VIPTC20. Para ello, se cotransfectaron células HEK293T con los 

plásmidos codificantes para las mutantes de VIP y el plásmido codificante para GPC. La 

interacción se evaluó por CoIP. La coexpresión de GPC y VIP se empleó como control positivo 

de interacción para el ensayo. 
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Figura 33: Interacción de mutantes de VIP con GPC de JUNV. Células HEK293T fueron transfectadas con 

plásmidos codificantes para GPC, VIP y sus mutantes VIPTC20 y VIPM1 y sus combinaciones. A las 24 

h.p.t. las células se procesaron para CoIP. Se inmunoprecipitó VIP a través del uso de un anticuerpo anti-

péptido FLAG y las proteínas se resolvieron por electroforesis en condiciones desnaturalizantes. La 

coexpresión de VIP y GPC se empleó como control positivo de interacción. Se muestra una imagen 

representativa de las fracciones de LC e IP resueltas por electroforesis. Se observan 7 calles, 

comenzando de izquierda a derecha (A). Cuantificación de la relación de intensidades IP/LC de las 

bandas VIP y GPC correspondientes a las coexpresiones VIP-GPC, VIPTC20-GPC y VIPM1-GPC. Se 

muestran los valores promedio y desvío estándar de 3 ensayos independientes. La inexistencia de 

diferencias significativas entre las relaciones de intensidad se indican con ns, según el test t student de 2 

colas con p<0,05 (B). 

 

Los LC de tubulina revelaron que la siembra de proteínas de las muestras fue homogénea. Se 

observó la presencia de bandas para VIPM1 y VIPTC20 de PM similar y menor, 

respectivamente que la banda de VIP wild type. Las calles correspondientes a la 

sobreexpresión de GPC denotaron el patrón de bandas observado previamente (Figura 33A 

panel superior). 

Las fracciones IP de VIP, mostraron la presencia de bandas de VIP en todas las calles menos en 

la calle 2 pues todas provenían de muestras que sobreexpresaron VIP y la inmunoprecipitación 

se realizó con anticuerpos anti-FLAG. Además, se observó en el IP de GPC su patrón de bandas 

característico en las calles 5-7 correspondientes a la coexpresión de GPC y VIP y sus versiones 

mutantes TC20 y M1. La presencia de bandas de GPC en dichas calles, en conjunto con la 

ausencia de bandas en la calle 2 correspondiente a la sobreexpresión de GPC, indicó la 

existencia de una interacción específica entre esta proteína viral y las mutantes de VIP M1 y 

TC20. Así, las 2 mutantes de VIP interactuaron con GPC y produjeron su 
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coinmunoprecipitación. Las fracciones de IP de GPC se enriquecieron nuevamente en el 

complejo precursor GPC y en los complejos G2/*, mientras que G2 no se detectó (Figura 33A 

panel inferior). 

Por otro lado, se realizó el análisis de la cuantificación de intensidad para las bandas de GPC. La 

interacción de GPC con VIP wild type se tomó como referencia. Los resultados mostraron que 

no hubo diferencias significativas entre las relaciones de intensidad de las bandas de GPC que 

interactuaron con las mutantes de VIP TC20 y M1 respecto de GPC y su interacción con VIP 

wild type (Figura 33B). 

Las evidencias obtenidas, en su conjunto, sugieren que GPC interactúa con las mutantes de VIP 

TC20 y M1 con la misma especificidad que con VIP wild type. Estos resultados, indican que el 

dominio C-terminal de VIP no estaría involucrado en dicha interacción y que las 3 mutaciones 

puntuales en el dominio central radical SAM no afectarían tampoco la interacción de VIP con 

GPC. 

A continuación, nos propusimos determinar si la región N-terminal de VIP es el dominio 

involucrado en la interacción con GPC. Para ello, se emplearon las mutantes VIPTN42, VIPTN50 

y HCVNS5α-VIP. Se transfectaron cultivos celulares de HEK293T con los plásmidos 

correspondientes y a las 24 h.p.t. se cosecharon las células y se procesaron las muestras para 

el ensayo de CoIP. 

 

Figura 34: Interacción de mutantes de VIP N-terminales con GPC de JUNV. Células HEK293T fueron 

transfectadas con plásmidos codificantes para GPC, VIP y sus mutantes TN50, TN42, HCVNS5α y sus 

combinaciones. A las 24 h.p.t. las células se procesaron para CoIP. Se inmunoprecipitó VIP a través del 

anticuerpo anti-péptido FLAG y las proteínas se resolvieron por electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes. La coexpresión de VIP y GPC se empleó como control positivo de interacción. Se 

muestra una imagen representativa de las fracciones de LC e IP resueltas por electroforesis. Se observan 

9 calles, comenzando de izquierda a derecha (A). Cuantificación de la relación de intensidades IP/LC de 

las bandas de GPC correspondientes a la coexpresión de GPC con VIP, con VIPTN50 o con HCVNS5αVIP. 
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Se muestran los valores promedio y desvío estándar de 3 ensayos independientes (B). Los asteriscos 

indican diferencias significativas entre las relaciones de intensidad de las bandas de GPC respecto de 

GPC y su interacción con VIP wild type, según el test t student de 2 colas con p<0,05. 

 

Los LC provenientes de cultivos transfectados con VIP, así como sus distintas versiones 

mutantes, mostraron bandas en todas las calles con distinta movilidad electroforética. La 

detección de la mutante HCVNS5α-VIP evidenció el mismo PM que VIP, 42 kDa, mientras que, 

las mutantes VIPTN42 y VIPTN50 presentaron un PM inferior y similar entre ellas. El patrón de 

bandas correspondiente a GPC fue el descripto previamente (Figura 34A panel superior). 

En relación a las fracciones de IP reveladas para VIP, se observó la presencia de bandas en 

todas las calles correspondientes a muestras de cultivos celulares que expresaron VIP, pues la 

precipitación de los complejos proteicos se realizó mediante un anticuerpo anti-FLAG. Las 

muestras de IP de las calles 8 y 9, correspondientes al estudio de las interacciones de VIPTN42 

y HCVNS5α-VIP, mostraron el enriquecimiento en el complejo GPC, banda de 70 kDa y en los 

complejos G2/* de bandas contiguas de 55 kDa mientras que no se observó la banda de G2 de 

35 kDa. Por otro lado, en la calle 7, correspondiente a muestras de células que coexpresaron 

GPC y VIPTN50, no se observaron bandas de GPC en el IP. La ausencia de interacción se explica 

por las diferentes localizaciones subcelulares: GPC es una glicoproteína presente en RE, Golgi y 

membrana plasmática mientras que VIPTN50 localiza en núcleo (Upadhyay et al., 2014) (Figura 

34A panel inferior). 

Aún así, al realizar la cuantificación de la relación intensidad de bandas en IP/LC, los resultados 

mostraron relaciones muy bajas para dichas mutantes, lo cual indicaría que la interacción con 

GPC es muy débil. La relación de intensidad de las bandas tanto de GPC como las de G2/* fue 

inferior a 2 en el caso de la interacción con HCVNS5α-VIP mientras que dicha relación no llegó 

a 1 para las bandas de GPC y G2/* en el caso de interacción con VIPTN42. Por otro lado, la 

ausencia de interacción de VIPTN50 con GPC se evidenció al obtener un valor de relación de 

intensidad de cero (Figura 34B). 

La sumatoria de estos resultados, sugiere que VIP interactuaría con GPC a través de su 

extremo N-terminal, probablemente, a través de su α-hélice, la cual comprende los primeros 

42 aminoácidos de la proteína. Aún más, estos resultados muestran que dicha interacción 

depende de la localización subcelular de ambas proteínas pues VIPTN50 localiza en núcleo 

(Upadhyay et al., 2014) y no interactúa con GPC. VIP es una proteína citoplasmática, asociada a 

RE (Hinson y Cresswell, 2009a) mientras que GPC localiza en RE, Golgi y membrana plasmática 

(Burri, da Palma et al., 2012). Estas evidencias sugieren que dicha interacción podría tener 

lugar a nivel de RE. 
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2.2.1.2. Estabilidad de GPC frente a VIP 

Un estudio reciente, mostró que VIP induce la degradación vía proteasoma de la proteína viral 

NS3 de TBEV y ZIKV (Vonderstein et al., 2017). La sobreexpresión de VIP genera la disminución 

de la expresión de G1 de JUNV en la membrana plasmática de células infectadas (Peña 

Cárcamo et al., 2018) y además GPC interactúa con VIP, según demostramos en esta Tesis. 

Dichos antecedentes nos motivaron a analizar si VIP podría afectar la estabilidad de GPC. Para 

responder el interrogante, se cotransfectaron células HEK293T con concentraciones 

constantes de plásmido codificante para GPC y concentraciones crecientes de plásmido 

codificante para VIP. Al cabo de 24 h.p.t., se cosecharon las células y se analizaron las muestras 

por electroforesis.   

Los resultados mostraron que la intensidad de las bandas de tubulina son similares en todos 

los casos, por lo cual las muestras son comparables entre sí. Se observó el patrón característico 

de GPC: la banda de 70 kDa correspondiente al complejo GPC, 2 bandas consecutivas de 

alrededor de 55 kDa correspondientes a los complejos G2/* y una banda de 35 kDa 

correspondiente a G2 (Figura 35A). La intensidad de las bandas de VIP aumentó conforme 

aumentó la concentración de plásmido codificante mientras que también aumentó la 

intensidad de las bandas correspondientes a los complejos G2/*. Las bandas de GPC de 70 kDa 

no mostraron diferencias significativas en cuanto a intensidad (Figura 35B). Este resultado 

pareciera indicar que VIP no genera la degradación de GPC, por lo cual no afectaría su 

estabilidad de manera directa. 

Figura 35: Estabilidad de GPC en presencia de VIP. Células HEK293T fueron transfectadas con 

concentraciones constantes de plásmido codificante para GPC y concentraciones crecientes de VIP en 

relación GPC:VIP 1:0, 1:1, 1:3 y 1:5. Se transfectó una concentración constante de ADN y para completar 

en algunos casos se empleó el plásmido vacío pI18. Al cabo de 24 h.p.t. se cosecharon las células y se 

procesaron para electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Se muestra una imagen representativa 

del LC (A). Se muestran los valores promedio y desvío estándar de la cuantificación de las bandas de VIP, 

GPC, G2/*s, G2/*i y G2 relativizadas a la intensidad de las bandas de tubulina. Cada una de las barras 

representa una relación GPC:VIP. Se muestran los resultados de 3 ensayos independientes (B). El análisis 

estadístico aplicado fue un t student de 2 colas. Los asteriscos indican diferencias significativas con p 

valor<0,05. 
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Los resultados obtenidos hasta aquí, sobre VIP y su relación con GPC, demostraron la 

existencia de interacción entre ambas proteínas (Figura 31), la cual ocurre, probablemente, a 

través del dominio N-terminal de VIP (Figura 34). Además, se verificó que VIP no altera la 

estabilidad de GPC, es decir, no produce su degradación (Figura  35). 

 

3.  Rol de GBF-1 durante la infección con JUNV 

La proteína celular GBF-1 es una GEF que activa a Arf1, involucrada en el transporte de las 

vesículas COPI. Dichas vesículas participan en el transporte interno de Golgi así como en el 

transporte retrógrado del Golgi al RE.  La asociación de GBF-1 a estructuras membranosas de la 

vía secretoria, le confiere una función proviral frente a la infección de diversos virus con 

genoma de ARN (Martínez & Arias, 2020). Si bien existen reportes de que la inhibición de GBF-

1 en la infección con el arenavirus LCMV disminuye la expresión de proteínas virales (Panda et 

al., 2011), se desconoce su acción frente a la infección con JUNV. Es por este motivo que el 

efecto de GBF-1 sobre la multiplicación de JUNV se estudió a través de ensayos de inhibición y 

sobreexpresión de esta proteína. Adicionalmente, dado que GBF-1 está involucrada en el 

transporte de vesículas de la vía secretoria analizamos la existencia de interacción con GPC de 

JUNV. 

 

3.1. Efecto de la inhibición de GBF-1 sobre la multiplicación de JUNV 

El compuesto GCA inhibe a GBF-1 de manera específica y reversible (Sáenz et al., 2009) por lo 

que permite estudiar su función durante la infección con JUNV. Para ello, se evaluó en primer 

lugar, su citotoxicidad en cultivos celulares de HEK293T. Se estudió la integridad de las 

monocapas celulares por microscopía de campo claro y la viabilidad celular a través de la 

medición de ATP celular frente a concentraciones crecientes de GCA. 

Se observó que el uso de concentraciones de hasta 5 µM de GCA, conservó tanto la integridad 

de la monocapa como la morfología celular (Figura 36A) mientras que la viabilidad celular 

resultó del 95% (Figura 36B), por lo cual no resultó citotóxico. Concentraciones superiores a 5 

µM de GCA, afectaron la morfología celular y la integridad de la monocapa así como 

disminuyeron la viabilidad celular al 70-50 % (Figuras 36A y 36B). Es por este motivo que 

utilizamos concentraciones de hasta 5 µM de GCA en los ensayos. 
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Figura 36: Citotoxicidad del GCA. Células HEK293T se trataron por 18 h con concentraciones de 0 

(DMSO); 1,25; 2,5; 5; 10 y 20 µM de GCA. El efecto de la droga se evaluó por integridad de la monocapa 

celular por microscopía de campo claro (A) y por viabilidad celular medida por concentración de ATP (B). 

Se muestran imágenes representativas de 2 ensayos independientes (A) y los valores promedio y desvío 

estándar de la viabilidad celular (B). Los asteriscos indican diferencias significativas resultantes del 

análisis estadístico t student de 2 colas. 

 

El estudio de la inhibición de GBF-1 se realizó en células HEK293T infectadas con JUNV. A las 6 

h.p.i. se las trató con concentraciones de 0, 2,5 y 5 µM de GCA por 18 h. A las 24 h.p.i se 

cosechó el virus al recolectar el sobrenadante de las monocapas infectadas y se cosecharon las 

células, respectivamente. El virus se tituló por el método de placas y los niveles de ARN viral se 

cuantificaron por qPCR.  
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A las 24 h.p.i. no se observaron diferencias significativas en la cantidad de ARN viral para 

ninguna concentración empleada de GCA. Dado que se amplificó el ARN de NP de JUNV, 

pareciera que el efecto del GCA no afecta la replicación per se de JUNV pues los niveles de este 

ARN no se vieron afectados (Figura 37A). Por otro lado, los niveles de producción de partículas 

virales, disminuyeron al aumentar la concentración de GCA utilizada, pasando de 1x105 UFP/ml 

en ausencia de GCA a menos de 5x104 UFP/ml al tratar con 5 µM de GCA. Esto implica que la 

inhibición directa de GBF-1 genera una reducción mayor al 50% de la producción de viriones 

infectivos (Figura 37B). 

 

 

Figura 37: Inhibición de GBF-1 por GCA durante la infección con JUNV. Células HEK293T se infectaron 

con JUNV y al cabo de 6 h.p.i, se trataron por 18 h con concentraciones de 0 (DMSO), 2,5 y 5 µM de GCA. 

A las 24 h.p.i. se cosecharon las células infectadas y se cuantificaron los niveles de ARN viral de NP de 

JUNV por qPCR (A). Además, se cosecharon los sobrenadantes de los cultivos infectados y se 

determinaron los niveles de virus extracelular infectivo por titulación a través del método de placas (B). 

Se muestran los resultados de 2 ensayos independientes con los valores promedio y desvío estándar. La 

existencia de diferencias significativas o no, se señala con asteriscos o con ns, respectivamente, en 

ambos casos por el análisis estadístico del test t student de 2 colas. 

 

Estos resultados sugieren que GBF-1 podría actuar como un factor proviral de la multiplicación 

de JUNV, afectando el ensamblado y/o brotación de las partículas virales. Aunque no se puede 

aseverar, sólo con estos resultados, ya que el tratamiento con GCA afecta la vía secretoria. Es 

por este motivo que decidimos continuar con el estudio del efecto de GBF-1 durante la 

infección con JUNV. 

 

3.2. Efecto de la sobreexpresión de GBF-1 sobre la multiplicación de JUNV 

El efecto de GBF-1 durante la infección con JUNV se estudió mediante la sobreexpresión de 

dicha proteína. Para ello, se transfectaron células HEK293T con plásmidos codificantes para 

GFP, GBF-1, VIP y VIP-GBF-1. Luego, se infectaron con JUNV y a las 24 h.p.i. se cosecharon 
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tanto los sobrenadantes como las monocapas celulares para la cuantificación viral y de los 

niveles de ARN viral, respectivamente. 

Las células transfectadas con GFP constituyeron el control viral, pues fueron infectadas con 

JUNV y sobreexpresaron una proteína que no afecta las funciones de GBF-1 o VIP. 

Adicionalmente, se transfectaron células HEK293T con una mezcla de plásmidos codificantes 

para VIP y GBF-1 de manera de evaluar el resultado de las acciones antagónicas de dichas 

proteínas frente a la infección con JUNV. 

Los niveles de ARN viral de las células transfectadas con GFP, indicaron los niveles virales 

durante la infección con JUNV y se tomaron como CV. Los niveles de ARN viral NP en los 

cultivos transfectados con GBF-1 e infectados con JUNV aumentaron respecto del CV mientras 

que disminuyeron cuando se sobreexpresó VIP. Al sobreexpresar tanto VIP como GBF-1 en los 

cultivos celulares y luego infectar con JUNV, los niveles de ARN viral alcanzados resultaron 

similares a los niveles de ARN viral durante la infección de JUNV del CV. A pesar de que los 

niveles fueron levemente mayores según el gráfico, el análisis estadístico reveló que dichas 

diferencias no fueron significativas (Figura 38A). Aún así, no es posible aseverar que GBF-1 

incida sobre el proceso de replicación per se de JUNV pues los primers que se emplearon para 

amplificar el ARN viral NP, amplificaron el ARN viral NP total y no el ARNag generado durante 

la replicación viral. 

 

 

Figura 38: Efecto de GBF-1 durante la infección con JUNV. Células HEK293T se transfectaron con los 

plásmidos codificantes para GFP, GBF-1, VIP y VIP+GBF-1. Luego, se infectaron con JUNV y a las 24 h.p.i. 

se cosecharon los sobrenadantes y monocapas celulares y se determinaron los niveles de ARN viral de 

JUNV por qPCR (A) mientras que los viriones extracelulares infectivos se titularon por el método de 

placas (B). Se muestran los resultados de 2 ensayos independientes con los valores promedio y desvío 

estándar. La existencia de diferencias significativas o no, se señala con asteriscos o con ns, 

respectivamente, en ambos casos por el análisis estadístico del test t student de 2 colas. 

Por otro lado, la cuantificación del virus extracelular por el método de placas, no reflejó la 

tendencia observada a nivel de ARN viral. En todos los casos, independientemente de la 

proteína sobreexpresada, los niveles de viriones infectivos disminuyeron (Figura 38B).  
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Los resultados obtenidos sugieren que GBF-1 actúa como un factor proviral durante la 

infección con JUNV, favoreciendo la multiplicación del arenavirus. Por otro lado, VIP actúa 

como un factor antiviral contra JUNV; sin embargo su acción antiviral no es suficiente para 

contrarrestar la acción proviral de GBF-1 (Figura 38A). Esto indica a su vez que VIP podría ser 

contrarrestada no sólo por GBF-1 sino también por acción de JUNV per se, a través de alguna 

de sus proteínas virales. 

3.3. Interacción entre GBF-1 y GPC de JUNV  

GBF-1 es una proteína que participa en la vía secretoria y por ende, en el transporte de 

glicoproteínas como GPC de JUNV. Dado que ambas proteínas participan en la misma vía, 

quisimos investigar si existía interacción entre ellas. Para este análisis, se transfectaron células 

HEK293T con plásmidos vacío y codificante para GPC y se realizó un ensayo de CoIP. GBF-1 es 

un gen de expresión constitutiva con niveles de expresión proteicos detectables por WB, por lo 

cual no fue necesario sobreexpresar dicha proteína, sino que se detectó la expresión de GBF-1 

endógena. 

Se muestran las calles correspondientes a: células sin transfectar; células transfectadas con el 

plásmido vacío pI18 y células cotransfectadas con pI18 y el plásmido codificante para GPC-MYC 

(Figura 39A). 

Las bandas reveladas correspondientes a tubulina resultaron todas de la misma intensidad, 

confirmando la siembra equivalente de proteína de las muestras. En el caso de los LC, se 

observaron las bandas correspondientes a GBF-1 endógena presente en las 3 calles. El patrón 

de bandas de GPC descripto anteriormente, sólo se observó en la calle 3 correspondiente a las 

células transfectadas con dicho plásmido (Figura 39A panel superior). 

Las fracciones de IP reveladas para GBF-1 indicaron ausencia de bandas en la calle 1. Este 

resultado fue acorde a lo esperado ya que se trata de células que no expresan GPC-MYC y que 

se inmunoprecipitan con un anticuerpo anti-MYC, epítope ausente en GBF-1. Finalmente, en la 

calle 3 se observó una banda correspondiente a GBF-1 de 200 kDa. Dado que dicha banda sólo 

estuvo presente en el IP de células que sobreexpresaron GPC-MYC, esto indicó que ambas 

proteínas interactuaron de manera específica (Figura 39A panel inferior). 

La presencia de GPC se reveló sólo en la calle 3, ya que eran células que sobreexpresaron GPC-

MYC. A pesar de que la calle 2 corresponde a células transfectadas con un plásmido vacío, se 

observó una banda correspondiente a la cadena pesada del anticuerpo anti-MYC, pues se 

realizó la inmunoprecipitación y se reveló GPC con el mismo anticuerpo. El patrón de bandas 

de GPC en el IP y en el LC, fue el mismo, se observaron las bandas correspondientes al 

complejo GPC sin clivar de 70 kDa, las 2 bandas contiguas de 55kDa de los complejos G2/*s y 

G2/*i y la banda de 35 kDa correspondiente a G2. Estos resultados sugieren que GBF-1 

interactúa con GPC (Figura 39A). 

El análisis de las bandas reveló altas relaciones de intensidad IP/LC para todas las bandas de 

GPC (Figura 39B). Esto se debe a que se inmunoprecipita GPC, empleando el anticuerpo anti-

MYC, razón por la cual, la fracción IP se enriquece en todas las bandas. 
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Figura 39: Interacción entre GBF-1 y GPC de JUNV. Células HEK293T se transfectaron o no con los 

plásmidos vacío pI18 o codificante para GPC. A las 24 h.p.t. se cosecharon las células y se procesaron 

para CoIP. Se inmunoprecipitó GPC a través del péptido MYC y las proteínas se resolvieron por 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes. pI18 es un vector vacío, que se empleó como control de 

transfección. Se muestra una imagen representativa de las fracciones de LC e IP resueltas por 

electroforesis (A). Cuantificación de la relación de intensidades IP/LC de las bandas de GPC. Se muestran 

los valores promedio y desvío estándar de 3 ensayos independientes (B). La existencia de diferencias 

significativas o no, se señala con asteriscos o con ns, respectivamente, en ambos casos por el análisis 

estadístico del test t student de 2 colas. 

 

4. Relevancia poblacional y clínica de VIP 

La respuesta del IFN a las infecciones virales conducen a la expresión de ISG como VIP quien 

posee actividad antiviral de amplio espectro contra diversos virus con genoma de ARN. Aún 

así, la mayoría de estos estudios se realizaron a través de ensayos in vitro o en modelos 

murinos. Existen pocos reportes que describan la importancia clínica de esta proteína durante 

el curso de una infección en humanos. Aún más, el tipo de variantes alélicas de VIP en la 

población humana a nivel mundial que podrían generar distintos tipos de respuestas, tampoco 

ha sido explorado en profundidad, motivo por el cual quisimos investigarlo. 

En enero de 2020 comenzó una pandemia ocasionada por un coronavirus que produce la 

enfermedad COVID-19. Dada esta situación, nos propusimos estudiar a nivel clínico, el rol de la 

respuesta inmune innata frente a la infección con SARS-CoV-2 en relación a la respuesta a IFN 

y la expresión de VIP. 
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4.1. Alelos de VIP en la población 

Las nuevas variantes genéticas que surgen en la población aportan información muy valiosa en 

cuanto a sus frecuencias alélicas, las mutaciones a las que están sujetas y las regiones o 

dominios de las proteínas en los que ocurren.  

Desconocemos la distribución y frecuencia de este gen en la población general y su relevancia 

clínica. Es por este motivo que en primer lugar, nos propusimos investigar las variantes alélicas 

de VIP en la población. Para ello, recurrimos a la base de datos gnomAD (gnomAD, 2021) la 

cual informa frecuencias y variantes de genes humanos que provienen de proyectos de 

secuenciación genómicos. Al buscar información sobre el gen RSAD2 (VIP), surgieron 620 

alelos. Los alelos más numerosos de VIP a nivel mundial son las mutantes missense o de 

pérdida de sentido con una frecuencia del 37,5%. Le siguen con menor frecuencia las mutantes 

intrónicas 26,8%; sinónimas 14%; en los extremos 5’ UTR 9,7% y 3’ UTR 3,23%. También 

existen mutaciones en la región de splicing 2,9%, de ganancia de codón stop prematuro o de 

corrimiento del marco de lectura, ambas con un 2,6%. Las mutaciones menos frecuentes son 

secuencias donoras de splicing 1,13%; pérdida de codón inicio 0,8%; secuencias aceptoras de 

splicing y deleción en marco de lectura 0,3% (Figura 40). 

 

 

Figura 40: Alelos de VIP en la población. Se muestra la proporción de los alelos de VIP en la población, 

generadas por los distintos tipos de mutaciones: en los extremos 3' (azul) o 5' UTR (bordo), en las 

regiones de splicing dadoras (gris) o aceptoras (amarillo) o en regiones no codificantes, intrónicas (verde 

agua). Además, existen alelos con pérdida del codón inicio (rojo) o ganancia del codón stop (crema), 

sinónimas (violeta), con pérdida de sentido (fucsia) y con corrimientos (verde) o indels (negro) en el 

marco de lectura. 

 

De los 620 alelos totales de VIP, 25 están en homocigosis en la población, es decir, sólo el 4% 

de los alelos. De hecho, existe una única SNV de VIP y es la rs10182815, una variante en el 

extremo 5' UTR de tipo c.-29A>G con una frecuencia poblacional del 1%. 
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Varios reportes indican que entre las distintas especies, el dominio N-terminal de VIP es el más 

variable mientras que los dominios radical SAM y C-terminal, están altamente conservados. Si 

existe un dominio o dominios de VIP, importantes para su función, la secuencia de los mismos, 

debería estar conservada también en la población humana. Es por ello que analizamos la 

distribución de los alelos con mutaciones missense en los 3 dominios de VIP (Figura 41). El 

análisis, mostró la existencia de 221 alelos de VIP resultado de mutaciones missense. El 23% de 

esos alelos son mutantes del dominio N-terminal. Dentro de la región N-terminal de VIP se 

localiza la α-hélice que comprende los residuos 1-42. Las mutantes missense en la región de la 

α-hélice representan el 74,5% de mutantes del dominio N-terminal, es decir, que la mayoría de 

las mutaciones ocurren en esta estructura secundaria. El dominio radical SAM se compone de 

111 aminoácidos que incluyen los residuos 71-182 de VIP y contiene el motivo de cisteínas 

CxxxCxxC. Las mutantes del dominio medio de VIP representan el 38% de las mutantes 

missense de VIP. Por otro lado, el dominio C-terminal abarca 178 aminoácidos desde la 

posición 183 a 361 de VIP. Las mutantes de dicho dominio representan el 39% de las mutantes 

missense (Figura 41). 

 

 

Figura 41: Distribución de las mutaciones missense según los dominios de VIP. De los 620 alelos 

totales, 221 son mutantes missense. Los alelos resultantes, se agruparon según el dominio de VIP en el 

que se encontraba la mutación: N-terminal (verde), radical SAM (amarillo) o C-terminal (fucsia). 

Existen 5 alelos de VIP resultantes de mutaciones missense que se encuentran en homocigosis 

en la población a nivel mundial (Tabla 13). 

Mutante Sustitución Dominio Frec. Alélica Nº homocigotas 

rs145876640 p.Ala11Gly N terminal (α-hélice) 7,34x10-3 19 

rs17851586 p.Leu42Arg N terminal (α-hélice) 5,12x10-3 24 

rs373866214 p.Asp174Gly Radical SAM 2,27x10-4 1 

rs61740841 p.Thr234Met C terminal 1,28x10-3 3 

rs182219558 p.Arg309Cys C terminal 7,45x10-4 2 
Tabla 13: Mutantes missense de VIP presentes en homocigosis en la población mundial. De los 221 

alelos missense, 5 están presentes en homocigosis. Se indican el tipo de sustitución o cambio 

aminoacídico, el dominio de VIP donde está presente dicho cambio, la frecuencia del alelo y el número 

de individuos que presentan en homocigosis dichos alelos. 
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Los alelos con mutación missense del dominio N-terminal de VIP son los que presentan mayor 

frecuencia y alcanzan mayor porcentaje de homocigosis en la población mientras que ocurre lo 

opuesto para las mutantes del dominio radical SAM y C-terminal (Tabla 13). Estos datos 

corroboran la evidencia interespecie de VIP: los dominios radical SAM y C-terminal están 

altamente conservados lo cual explica la baja frecuencia alélica de mutantes missense en esta 

región de la proteína celular. 

Cabe destacar que las frecuencias de los alelos missense están en el rango de 1x10-4 a 1x10-6, 

son frecuencias alélicas muy bajas y no llegan a constituir polimorfismos. Aún así, aportan 

información muy importante acerca de la tolerancia a mutaciones con pérdida de sentido en 

los distintos dominios de VIP.  

Luego, nos propusimos investigar si de todos estos alelos de VIP, existen algunos que revistan 

relevancia clínica, es decir, si las mutaciones que dieron lugar a los nuevos alelos generaron 

nuevos fenotipos. Para ello, recurrimos a la base de datos ClinVar (ClinVar, 2021) que recolecta 

datos de alelos de individuos americanos, principalmente, provenientes de hospitales o 

clínicas. La clasificación clínica del nuevo fenotipo puede ser benigna, neutra o patogénica 

según las evidencias que se reportan. 

El análisis reportó la existencia de 4 mutantes: 3 de ellas sinónimas y 1 missense. Todas poseen 

frecuencias alélicas en el orden de 1x10-3, están presentes en homocigosis en la población y su 

clasificación es benigna. Tres de las mutantes son del dominio N-terminal de VIP, 

específicamente de la α-hélice mientras que una sola mutante es del dominio radical SAM 

(Tabla  14). 

 

Mutante Sustitución Mutación Dominio Frec. Alélica Nº homocigotas Clas. clínica 

rs35784105 p.Leu4= Sinónima Nt (α-hélice) 5,77x10-3 44 Benigna 

rs2305256 p.Pro30= Sinónima Nt (α-hélice) 5,91x10-3 27 Benigna 

rs17851586 p.Leu42Arg Missense Nt (α-hélice) 5,12x10-3 24 Benigna 

rs116498125 p.Val140= Sinónima Radical SAM 2,34x10-3 11 Benigna 
Tabla 14: Mutantes de VIP reportadas con significancia clínica. 4 mutantes fueron reportadas en la 

base de datos ClinVar. Se indica el tipo de sustitución o cambio aminoácido, el tipo de mutación, el 

dominio donde ocurre, la frecuencia del alelo, el número de individuos en los que los alelos se 

encuentran homocigosis y la clasificación clínica. 

 

Una de las variantes de VIP, la rs17851586 es una mutante missense. La mutación Leu42Arg 

implica el cambio de leucina, un aminoácido con cadena lateral hidrofóbica por uno básico, 

con carga neta positiva. Esta sustitución genera un cambio en las interacciones entre los 

aminoácidos de VIP lo que podría alterar su estructura terciaria y por ende, su función. Dada 

esta alteración, nos propusimos determinar cuáles podrían ser los efectos de dicha mutación 

puntual a través del uso de distintos predictores que se encuentran disponibles online y son 

gratuitos: VEP, PolyPhen-2, PROVEAN, Mutation Taster y SIFT. Los distintos predictores 

reportan un puntaje que determina si la mutante tendrá un efecto benigno, patogénico o 

neutral basado en un cálculo que tiene en cuenta distintos factores que incluyen desde nuevas 
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interacciones hasta las restricciones de la mutación a nivel evolutivo. Es por este motivo que la 

escala y la línea de corte para la determinación del puntaje depende de cada predictor, no es 

uniforme. 

Según PolyPhen-2 y PROVEAN, la mutación resulta benigna y neutral, respectivamente. VEP y 

SIFT revelan que el impacto de la sustitución del aminoácido 42 resulta moderado y tolerado 

mientras que Mutation Taster lo clasifica como polimorfismo, es decir, es un alelo que está 

presente en heterocigosis en la población (Tabla 15).  

 

Sust./Predictor VEP PolyPhen-2 PROVEAN Mut. Taster SIFT 

p.Leu42Arg Moderado Benigna (0) Neutral (0,62) Polimorfismo Tolerada (0,53) 
Tabla 15: Predicciones del efecto de la mutación puntual Leu42Arg en VIP. Se muestran los resultados 

de la sustitución aminoacídica según los distintos predictores, los cuales emplean distintas 

clasificaciones. Se indica entre paréntesis el puntaje, para aquellos predictores que lo reportan. 

A pesar de tratarse de una mutante missense, ésta resulta tolerada, neutral o hasta benigna 

(Tabla 15). Esto implica que no genera un impacto negativo sobre la salud de la persona que 

porta este alelo de VIP, lo cual coincide con la clasificación de ClinVar. Aún más, según nuestro 

análisis anterior, el alelo se encuentra en homocigosis en 24 individuos a nivel internacional 

(Tabla 14). 

Resumiendo hasta ahora, encontramos que existen distintos alelos de VIP (Figura 40) y que 

existen alelos de los distintos dominios de VIP en distinta proporción (Figura 41). 

Adicionalmente, mostramos que existe una única SNV de VIP la cual presenta una mutación en 

el extremo 5' UTR y que las mutantes missense de VIP existen con muy baja frecuencia en la 

población, pero pueden estar presentes en homocigosis dependiendo del dominio en el que se 

encuentren (Tabla 13). Encontramos 4 alelos de VIP que se reportaron con significancia clínica 

en ClinVar (Tabla 14), todas con clasificación benigna. Una de las mutantes resultó ser 

missense y según los predictores que empleamos, también la reportan como benigna, neutral 

o hasta tolerada (Tabla 15). 

 

4.2. Relevancia clínica de VIP en la infección con SARS-CoV-2 

La pandemia de SARS-CoV-2, causante de COVID-19 es un tema muy investigado. En particular, 

dadas las características de la patogenia de esta enfermedad, se han realizado numerosas 

investigaciones detalladas en el campo de la respuesta inmune y mecanismos antivirales 

relacionados con IFN.  

El SARS-CoV-2 es un virus con genoma de ARN y altamente contagioso. Dado que VIP ha 

demostrado tener actividad antiviral contra diversos virus con genoma de ARN y tiene una alta 

expresión en saliva y secreciones, nos propusimos investigar su expresión y la del IFN I en 

pacientes infectados con SARS-CoV-2. Para ello, se utilizaron muestras de saliva de adultos 

sanos (n=10) o muestras de hisopados nasofaríngeos de personas infectadas con SARS-CoV-2 

(n=30), clasificados en 3 grupos según presentaron cuadro clínico de COVID-19 y carga viral 
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baja (n=10), moderada (n=10) o alta (n=10). La representatividad de la muestra poblacional se 

aseguró a través de una distribución equitativa de los géneros (50% de participación femenina 

y masculina, respectivamente) y de los distintos rangos etarios de personas adultas (personas 

adultas de 18-90 años). Se realizó la extracción de ARN de las muestras y se cuantificaron por 

PCR los niveles de ARNm de los genes de IFN β y de VIP. 

En primer lugar, quisimos verificar que los pacientes infectados con SARS-CoV-2 expresaran 

IFN I y elegimos IFN β como marcador de respuesta a la infección por coronavirus (Figura 42). 

Los resultados mostraron un aumento de la expresión de IFN β del 50% de pacientes con alta 

carga viral en comparación a las personas sanas. Los niveles de expresión de IFN β no 

presentaron diferencias significativas entre los pacientes saludables y los pacientes con baja 

carga viral, mientras que los niveles de ARNm del IFN β fueron mayores en los pacientes con 

carga viral moderada y alta (Figura 42). Estos resultados son acordes a los esperados, pues 

mostraron una correlación positiva entre los niveles de carga viral/gravedad del cuadro clínico 

al momento de toma de la muestra y niveles de expresión de IFN I. 

 

 

Figura 42: Regulación de la expresión de IFN β frente a la infección con SARS-CoV-2. Se tomaron 

muestras de saliva de individuos sanos (n=10) o se realizaron hisopados nasofaríngeos de personas 

infectadas con SARS-CoV-2 (n=30). Las personas infectadas se clasificaron en 3 grupos según gravedad 

del cuadro clínico de COVID-19 al momento de la toma de la muestra: baja (n=10), moderada (n=10) o 

alta (n=10). Las muestras son representativas de la población por distribución equitativa de género y 

edad. Las muestras fueron procesadas para la extracción de ARN y luego se cuantificaron los niveles de 

ARNm de IFN β por qPCR. Se muestran los resultados para cada individuo simbolizados por círculos 

(sanos), cuadrados (baja carga viral), triángulos hacia arriba (moderada carga viral) o triángulos hacia 

abajo (alta carga viral). En cada categoría se muestra el valor promedio (línea intermedia) y el desvío 

estándar (líneas superior e inferior). 

 

Dado que la expresión de IFN β aumenta a causa de la infección viral, evaluamos si VIP, ISG en 

estudio en esta Tesis, podría modificar su expresión en consecuencia. Para ello, a partir de las 

mismas muestras se analizó la expresión del ARNm de VIP por qPCR. 
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Los datos obtenidos de la qPCR mostraron una tendencia al aumento de la expresión de ARNm 

de VIP, pasando de valores negativos a positivos. En el caso de los pacientes sanos la diferencia 

de Ct es en promedio de -5,5, valor similar al obtenido en los pacientes con una carga viral 

baja, -4,9. En el caso de los pacientes con carga viral moderada y alta, ambos mostraron una 

tendencia a aumentar la diferencia de Ct, es decir que aumentaron los niveles encontrados de 

ARNm de VIP, con un valor promedio de ΔCt de -2,5 para los pacientes con carga viral 

moderada y una media de -2 para los pacientes con alta carga viral (Figura 43). 

 

 

Figura 43: Regulación de la expresión de VIP frente a la infección con SARS-CoV-2. Las mismas 

muestras de personas sanas o infectadas se emplearon para determinar los niveles de expresión del gen 

celular VIP. Se cuantificaron los niveles de ARNm de VIP por qPCR. Se muestran los resultados obtenidos 

para cada individuo simbolizado como sano (círculo, n=10) o infectado con baja carga viral (cuadrado, 

n=10), carga viral moderada (triángulos hacia arriba, n=10) o alta carga viral (triángulos hacia abajo, 

n=10). Se muestran la media y el desvío estándar para cada grupo representados como la línea media y 

las líneas superior e inferior, respectivamente.  

 

En este análisis, no se incluyeron muestras de pacientes con cuadros clínicos de COVID-19 en 

estado crítico. La causa de la complicación de esta enfermedad radicaría en la falta de una 

respuesta robusta de IFN I al inicio de la infección (Hadjadj et al., 2020) lo cual podría producir 

una disminución en la expresión de los ISG. Si bien nuestro estudio no lo abordó, sería 

interesante estudiar si en estos casos existe efectivamente una respuesta de IFN I, y si aún así 

existiría una inducción suficiente como para que se exprese VIP. Esto demostraría una vez más, 

su importancia como factor antiviral. 
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Discusión y Conclusiones 

Las infecciones virales son detectadas a través de PRR, los cuales inician una vía de señalización 

que culmina con la expresión y secreción de IFN-I. Dicha proteína al unirse al IFNAR, activa una 

vía de transducción de señales que induce la expresión de ISG, los cuales establecen un estado 

antiviral en la célula. Estos procesos forman parte de la respuesta inmune innata celular, la 

cual analizamos en distintas etapas. 

En una primera etapa, dada la relevancia del IFN en establecer un estado antiviral celular, 

quisimos investigar el efecto de la estimulación de sus vías sobre la multiplicación de JUNV. La 

infección con JUNV activa la vía de RIG-I pero este arenavirus ha desarrollado estrategias para 

evadir la respuesta inmune y contrarrestarla. Se ha reportado que la proteína viral Z interactúa 

de manera directa con RIG-I inhibiendo la síntesis de IFN mientras que NP interactúa con los 

factores de transcripción IRF-3 y DEAD-box RNA helicase (DDX3), evitando su translocación al 

núcleo y la consecuente inducción de la expresión del IFN I (Loureiro et al., 2018; Sepúlveda et 

al., 2021). Así, se destaca la importancia de la búsqueda de compuestos que activen vías 

alternativas a la que disparan los mismos virus. En nuestro caso, empleamos compuestos que 

activaron la vía de RIG-I y la de STING, PRR que detecta ARNdc y nucleótidos cíclicos. Las 

activaciones de las vías, mostraron efectos inhibitorios sobre la multiplicación de JUNV, ya que 

disminuyó la producción de virus infectivo (Figuras 22 y 23). El efecto inhibitorio máximo de la 

vía de RIG-I sobre JUNV fue del 80% (Figura 22) mientras que la activación farmacológica de la 

vía de STING generó una inhibición de JUNV del 90% (Figura 23). Esta diferencia podría 

deberse a que JUNV contrarresta la vía de RIG-I, mientras que no evade la vía de STING. La 

activación farmacológica de STING induce la expresión del IFN, aumentando la respuesta 

inmune innata y restringiendo en mayor medida la multiplicación de JUNV. Esta estrategia 

antiviral podría ser mucho más efectiva y promisoria.  

Asimismo, determinamos los IS de los compuestos, los cuales resultaron menores a 10 excepto 

para el compuesto 5, SB11240 que fue de 10 (Tabla 12). Dichos compuestos poseen CC50 no 

muy diferentes a sus CE50. También, podría ocurrir que la estimulación de las vías sostenida en 

el tiempo, resulte tóxica para las células pues esto implica que también perdura la expresión 

de los ISG. Dichos genes, regulan el metabolismo celular, entre otras funciones, motivo por el 

cual una expresión constante de los mismos alteraría la dinámica celular. 

En una segunda etapa, estudiamos el efecto del IFN sobre la multiplicación de JUNV. Para ello 

células A549 y Vero tratadas o no con IFN, se infectaron con JUNV y se determinaron los 

niveles de infectividad y de productividad de viriones infectivos. Demostramos que el IFN I 

tiene un efecto restrictivo sobre la multiplicación de JUNV en cultivos in vitro de células A549 y 

Vero (Figuras 24 y 25). A las 24 h.p.i., se evidenció el estado antiviral celular que activa el IFN 

ya que los niveles de infección viral, medidos por expresión del antígeno G1, fueron menores 

en cultivos celulares de A549 y Vero tratados con IFN respecto a los no tratados, los CV 

(Figuras 25 A y B). En el caso de las células A549, el número de viriones infectivos liberados 

disminuyó 1,4 log respecto del CV (Figura 24B), mientras el promedio de células G1 positivas 

disminuyó un 87,66 % (Figura 25A). Para las células Vero, se observó una caída de 0,6 log en 

viriones infectivos liberados (Figura 24B) y del 72,77% en células G1 positivas (Figura 25B). La 

diferencia en cuanto a los niveles de infección viral máxima alcanzados en una línea celular u 
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otra se debieron a la capacidad de respuesta del IFN. Las células A549, expresan IFN I (α/β) y 

responden a él, por lo cual, el efecto del IFN es la sumatoria del IFN exógeno más el IFN 

endógeno. En el caso de las células Vero, no expresan IFN endógeno pues carecen de los genes 

de IFN α y β en su genoma (Mosca y Pitha, 1986) y sólo responden al IFN exógeno porque 

poseen IFNAR. La diferencia de estimulación total de las vías de señalización del IFN, es decir, 

el efecto del IFN exógeno sumado al efecto del IFN endógeno, podría modificar los niveles de 

expresión de los ISG (Severa et al., 2006). Esto, podría generar un ambiente celular más o 

menos restrictivo para la multiplicación de JUNV, lo cual explicaría las diferencias de niveles 

virales a las 24 h.p.i entre ambas líneas celulares (Figuras 24B, 25A, 25B). A las 48 h.p.i. no se 

observó el efecto protector del IFN sino la progresión de la infección viral en los cultivos ya que 

el promedio de células infectadas A549 fue de 85,19% (Figura 25C) y de 95,72% para células 

Vero (Figura 25D). El aumento de la infectividad de JUNV a las 48 h.p.i. respecto de las 24 h.p.i. 

podría deberse a la variabilidad de los efectos del IFN I más que al IFN per se, es decir, podrían 

variar los niveles de expresión de los ISG o la estabilidad de sus productos. Según datos de 

nuestro trabajo publicado sobre JUNV y VIP (Peña Cárcamo et al., 2018), tanto el IFN como la 

infección con JUNV inducen la expresión del ISG VIP en A549 y Vero ya que ambas líneas 

celulares poseen el gen (Zimin et al., 2014), aunque JUNV es un inductor más fuerte. En el 

mismo trabajo, demostramos que la expresión de VIP es máxima a las 24 h.p.i. restringiendo la 

infección viral mientras que a las 48h.p.i. la expresión de VIP disminuye y se observa una 

progresión de la infección sobre los cultivos celulares. Por otro lado, la infección con HCMV o 

tratamiento con IFN α de fibroblastos humanos demostró inducir la expresión de VIP, más 

fuertemente en el primer caso y demostró ser transiente, observándose una expresión 

máxima a las 24 h y decayendo a partir de las 48 h (Chin y Cresswell, 2001).  

En una tercera etapa, dado que VIP es un ISG que se expresa frente a la infección con JUNV y 

dados los antecedentes de actividad antiviral contra diversos virus con genoma de ARN, 

decidimos caracterizar, la potencia antiviral de VIP en un contexto con y sin IFN. Para ello se 

sobreexpresó VIP en células A549 y Vero, infectadas con JUNV y se determinaron los niveles de 

ARN viral y la producción de viriones infectivos. Adicionalmente, se cuantificó la formación de 

foci virales. Los resultados obtenidos mostraron que VIP ejerció un efecto antiviral contra JUNV 

en ambos cultivos celulares. La respuesta antiviral fue mayor en las células A549 pues, 

mostraron una reducción del 90% aproximadamente de la producción viral (Figura 26A), de la 

infectividad celular (Figura 26B) y del número de células infectadas que componen el foco viral 

(Figura 26C). En el caso de las células Vero, se observó una disminución de 25% de la 

formación de partículas virales (Figura 27A) y del 35% de la infectividad celular (Figura 27B). 

Asimismo, se evidenció una reducción del 45% del tamaño de los foci virales (Figura 27C). La 

disminución de la producción viral, modifica la propagación de la infección en el cultivo; pues 

se liberan al medio extracelular menor cantidad de viriones infectivos, lo cual disminuye la 

infección a células vecinas. Esto se evidencia en la reducción del tamaño de los foci virales. 

Estos resultados en su conjunto, sugieren que VIP ejerce su acción antiviral durante la 

replicación y/o brotación de JUNV. Se ha demostrado que VIP inhibe la brotación de IAV, HIV y 

RABV (Wang et al., 2007; Nasr et al., 2012; Tang et al., 2016) ya que interactúa con la enzima 

FPPS y la inhibe. Dicha inhibición genera que se sintetice menos colesterol, lo cual desestabiliza 

la estructura de los LR, microdominios de membrana a partir de los cuales brotan. Se ha 

reportado que la brotación de JUNV se produce a partir de los LR en la membrana plasmática 
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(Cordo et al., 2013; Gaudin y Barteneva, 2015), motivo por el cual, algo parecido a lo descripto 

previamente podría suceder con JUNV, VIP y FPPS. 

VIP ejerce su acción antiviral de maneras muy diversas, pero siempre en etapas intermedias o 

tardías de los ciclos de multiplicación viral. La etapa intermedia comprende la replicación, 

regulada por NP (Burri et al., 2012; Pinschewer et al., 2003). Es por este motivo que quisimos 

analizar el efecto de VIP durante dicha etapa. Para ello, se indujo la expresión de VIP mediante 

un sistema Tet-ON, previo a la infección con JUNV y se determinaron los niveles de expresión 

de ARN viral por qPCR. Los resultados mostraron una reducción del 40% de los niveles de ARN 

de NP en células que sobreexpresaron VIP respecto de las que no (Figura 28). Esto sugiere que 

VIP podría actuar a nivel de la replicación viral, motivo por el cual nos propusimos determinar 

si existía interacción entre dicha proteína y NP. Para ello, células que sobreexpresaron VIP se 

infectaron con JUNV y luego, se realizó la inmunoprecipitación de NP. La presencia de bandas 

correspondientes a VIP en el IP, revelaron la existencia de interacción entre NP de JUNV y VIP 

(Figura 29). Dicha interacción fue verificada a través de ensayos de sobreexpresión de VIP y NP 

y posterior CoIP, así como también por modelado bioinformático (Peña Cárcamo et al., 2018). 

Estos resultados en conjunto, sugieren que VIP podría ejercer su función antiviral sobre la 

replicación viral de manera directa al interactuar con NP. Se ha reportado que VIP inhibe la 

replicación de HCV (Helbig et al., 2011; Wang et al., 2012), WNV (Szretter et al., 2011), y de los 

flavivirus DENV-2 (Helbig et al., 2013), TBEV y ZIKV (Panayiotou et al., 2018). 

Por otro lado, pretendimos determinar el efecto de VIP durante la etapa tardía del ciclo de 

JUNV. En dicha etapa se produce la brotación viral, relacionada con GPC. Con el objetivo de 

estudiar dicho efecto, se infectaron células flip-in HEK293 con JUNV a una baja MOI y se indujo 

la expresión de VIP 12 h.p.i. Los resultados, indicaron que no existieron diferencias 

significativas en los niveles de ARN NP al sobreexpresar o no VIP (Figura 30). Aún así, nuestro 

grupo de trabajo, demostró que la sobreexpresión de VIP en células infectadas con JUNV, 

disminuye la expresión de G1 en membrana pues modifica la distribución homogénea y patrón 

anular a una distribución heterogénea y puntual de G1 (Peña Cárcamo et al., 2018). Este 

antecedente, nos condujo a pensar que VIP también podría estar actuando a nivel de la vía 

secretoria, alterando el transporte y/o procesamiento de GPC. Es por este motivo que nos 

propusimos explorar la existencia de interacción VIP-GPC. Para ello, sobreexpresamos ambas 

proteínas en cultivos celulares de HEK293T y realizamos la inmunoprecipitación de VIP. La 

presencia de bandas de GPC en el IP correspondiente a la coexpresión de VIP y GPC, sugirió la 

existencia de interacción entre ambas proteínas (Figura 31). De manera tal de determinar la 

región de VIP que interactúa con GPC, empleamos distintas mutantes de VIP (Figura 32): M1 y 

TC20. VIPM1 posee 3 aminoácidos alanina que reemplazan los residuos cisteína del motivo 

CxxxCxxC del dominio SAM radical mientras que VIPTC20, carece de los últimos 20 

aminoácidos del dominio C-terminal. Dichas mutantes, mostraron interactuar con VIP pues se 

observó la presencia de bandas de GPC en los IP correspondientes a la coexpresión de VIPM1-

GPC y VIPTC20-GPC (Figura 33). Dado que la región C-terminal y el dominio central de VIP no 

estarían involucrados en la interacción con GPC, decidimos emplear mutantes de la región N-

terminal: VIPTN42 y VIPTN50, ambas mutantes deletéreas de los primeros 42 y 50 

aminoácidos, respectivamente. También se empleó HCVNS5α-VIP, mutante en la que los 

primeros 50 aminoácidos de VIP se reemplazaron con la α-hélice de la proteína NS5 del HCV 

(Figura 32). Los resultados obtenidos sugieren que VIPTN50 y GPC no interactúan debido a la 
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ausencia de bandas de GPC en el IP correspondiente a las muestras que coexpresan GPC y 

VIPTN50 (Figura 34A). La ausencia de interacción es esperable pues VIPTN50 localiza en núcleo 

(Upadhyay et al., 2014) mientras que GPC localiza en RE, Golgi o membrana plasmática (Burri, 

da Palma et al., 2012). Por otro lado, se observaron bandas correspondientes a GPC y los 

complejos G2 en las fracciones de IP de HCVNS5α-VIP y de VIPTN42 (Figura 34A). Aún así, la 

relación de intensidad de bandas IP/LC, resultó ser muy baja tanto para HCVNS5α-VIP como 

para VIPTN42, lo cual indica interacciones muy débiles, casi nulas en el segundo caso (Figura 

34B). Estos resultados sugieren que VIP podría interactuar con GPC a través de su extremo N-

terminal, específicamente, por medio de la α-hélice. Cabe destacar que en todos los casos de 

la interacción VIP-GPC, el patrón de bandas de GPC mostró estar formado por el complejo GPC 

de 70 kDa y los complejos G2/* de 55 kDa mientras que nunca se observó la presencia de G2 

de 35 kDa. Estos resultados sugieren que VIP interactúa con los complejos precursores de GPC 

G2/*. Dichos complejos proteicos, localizan en RE y deben continuar la vía secretoria hacia 

Golgi para ser clivados por SKI-1/S1P.  

El hecho de que GPC interactúa con VIP sumado a los antecedentes de que la misma, induce la 

degradación de proteínas virales (Vonderstein et al., 2017) y disminuye la expresión de G1 de 

JUNV en membrana (Peña Cárcamo et al., 2018), nos propusimos evaluar si VIP afecta de la 

estabilidad de GPC. Para ello, se sobreexpresaron en cultivos celulares, GPC en 

concentraciones constantes y VIP en concentraciones crecientes. Luego, se analizaron la 

presencia e intensidad de bandas correspondientes a cada proteína. Los resultados mostraron 

el patrón característico de GPC: el complejo GPC de 70 kDa, los complejos G2/* de 55 kDa y G2 

de 35 kDa (Figura 35A). La intensidad de las bandas de VIP aumentó conforme aumentó la 

concentración de plásmido codificante mientras que también aumentó la intensidad de las 

bandas correspondientes a los complejos G2/*(Figura 35B). Este resultado pareciera indicar 

que VIP no genera la degradación de GPC, por lo cual no afecta su estabilidad de manera 

directa. 

En conjunto, los resultados obtenidos sobre GPC y VIP, demuestran la interacción entre ambas 

proteínas, la cual ocurriría probablemente, a través de la α-hélice del dominio N-terminal de 

VIP (Figura 34). Además, mostramos que VIP no altera la estabilidad de GPC, es decir, no 

produce su degradación (Figura 35). Dado que no existe degradación de GPC por acción de VIP 

pero sí existe interacción entre ambas proteínas y además, se ha probado que VIP disminuye la 

expresión de G1 en membrana (Peña Cárcamo et al., 2018) surge el interrogante sobre qué 

sucede con GPC y cuál es el rol de VIP. Existen diversos reportes que demuestran la 

importancia de SSP en la maduración y vía secretoria de GPC (Agnihotram et al., 2006). La 

unión del SSP al dominio citoplasmático de G2 bloquea señales de recuperación en RE, lo cual 

genera que GPC continúe la vía secretoria hacia Golgi para ser procesado por la SKI-1/S1P 

(York y Nunberg, 2006). Algo similar ocurre si el extremo C-terminal del SSP se bloquea pues 

no existe vía secretoria de GPC y el SSP y el complejo G1/G2 quedan retenidos en RE (Bederka 

et al., 2014). Recientemente, se ha determinado que la virulencia de las cepas de JUNV está 

relacionada con la capacidad de generar G2, subunidad de GPC con actividad fusogénica. Dicho 

estudio expone que la cepa atenuada Candid, expresa GPC como complejos G1/G2 en mayor 

proporción a G2 mientras que la cepa patogénica Romero expresa GPC principalmente como 

G1 y G2, no se observan complejos precursores. Adicionalmente, demostraron que los 

complejos G1/G2 quedan retenidos en RE donde establecen puentes disulfuro y forman 
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agregados que promueven su degradación en lisosomas (Manning et al., 2017; Manning et al., 

2020). VIP podría entonces ejercer su acción antiviral al interactuar con el complejo precursor 

de GPC G2/*, impidiendo la interacción de G2 con SSP quedando así expuesta la secuencia de 

recuperación en RE o podría bloquear el extremo C-terminal del SSP. Esto generaría que los 

complejos G2/* sean retenidos en RE, así, disminuiría la concentración de GPC en membrana y 

brotarían partículas virales no infectivas. GPC no se degradaría por acción de VIP en este caso, 

pues demostramos que la sobreexpresión de VIP no altera la estabilidad de GPC. Lo que podría 

ocurrir, es que pasado determinado tiempo post infección, VIP se degrade por acción de GPC o 

por algún otro mecanismo aún no explorado. De cualquiera de las dos formas, el complejo 

precursor GPC podría continuar la vía secretoria y se podría reiniciar la producción de viriones 

infectivos. Dicho mecanismo de acción de VIP, no se ha descripto hasta el momento y 

pareciera generar una atenuación natural de la infección con JUNV simulando el efecto 

protector de la vacuna Candid#1. Por este motivo, VIP se perfila como un importantísimo 

blanco de acción terapéutica contra la infección de los Mammarenavirus, causantes de FH. 

 

Los virus sintetizan sus proteínas y genomas utilizando la maquinaria celular. Además, se ha 

demostrado que interactúan con determinadas proteínas que favorecen su multiplicación 

como es el caso de GBF-1. La misma es una proteína celular, un GEF que regula la activación de 

Arf1 y por ende, modula el transporte de vesículas COPI que participan del transporte interno 

de las cisternas del Golgi y del transporte retrógrado del Golgi al RE. Dado que GBF-1 se ha 

reportado como factor proviral para diversos virus con genoma de ARN (Martínez y Arias, 

2020) analizamos el efecto de su inhibición durante la infección con JUNV, a través del uso de 

GCA en concentraciones que no afectaron a las células (Figura 36). Observamos que si bien los 

niveles de ARN viral de NP se mantuvieron constantes, la producción de viriones infectivos 

disminuyó con el aumento de concentración de GCA (Figura 37). Esto sugirió una relación 

dosis-dependiente entre la inhibición de GBF-1 y la inhibición de la liberación de viriones 

infectivos. Dado que el GCA afecta la vía secretoria, no es posible determinar la función que 

cumple GBF-1 durante la infección con JUNV sólo con estas evidencias. Es por ello que 

quisimos confirmar el efecto proviral de GBF-1 al estimular la actividad de dicha proteína por 

sobreexpresión de la misma. Los niveles de ARN viral aumentaron frente a la sobreexpresión 

de GBF-1 mientras que disminuyeron con la sobreexpresión de VIP (Figura 38A), de lo cual se 

deduce que dichas proteínas poseen funciones antagónicas. VIP actuaría como un factor 

celular antiviral mientras que GBF-1 actuaría como un factor proviral. Es por este motivo que al 

coexpresar ambas proteínas se evidenciaron niveles de ARN viral semejantes al CV (Figura 

38A), lo cual indicó a su vez que GBF-1 contrarresta la acción antiviral de VIP. Aún así, esta 

misma tendencia no se observó en la cuantificación de la producción viral (Figura 38B), pues se 

esperaban niveles de expresión más altos de NP respecto del CV, frente a la sobreexpresión de 

GBF-1 y más bajos frente a la sobreexpresión de VIP. En el caso de coexpresión de VIP y GBF-1 

se esperaban niveles de ARN viral similares a los del CV. Asimismo, demostramos la existencia 

de interacción entre GPC de JUNV y GBF-1 (Figura 39). En conjunto, estos resultados, sugieren 

que GBF-1 cumpliría un rol proviral durante la multiplicación de JUNV. No es posible aseverar 

que afecte el proceso de replicación per se ya que los niveles de ARN viral se cuantificaron 

empleando primers específicos y complementarios de NP y no del intermediario de replicación 

de NP. La explicación más probable es que GBF-1 favorezca el transporte de las proteínas 
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virales, principalmente la glicoproteína viral GPC, hacia organelas de replicación viral y desde 

allí hacia la membrana plasmática para el ensamblado de las partículas virales, dado su rol en 

el transporte de vesículas de la vía secretoria. Existen evidencias de que las funciones de GBF-1 

no alteran la capacidad de replicación viral pero sí afectan el número de los complejos de 

replicación celulares. Generan el redireccionamiento del transporte vesicular hacia estos 

complejos y así se mantiene la correcta morfología de estas organelas virales, como se ha 

reportado para infecciones con coronavirus (De Wilde et al., 2015; Knoops et al., 2010). 

Los resultados obtenidos en su conjunto, nos permiten proponer un mecanismo de acción de 

VIP frente a la infección con JUNV. La infección con JUNV, activa la vía de RIG-I e induce la 

expresión del IFN I. Éste, a su vez, induce la expresión de los ISG entre ellos, VIP, la cual podría 

ejercer su acción antiviral a través de dos mecanismos distintos: interactuando con NP e 

inhibiendo la replicación y/o interactuando con GPC, alterando así la brotación viral en los LR. 

En el primer caso, al interactuar VIP con NP, disminuiría la concentración de NP libre para 

formar la RNP, lo cual podría inhibir la replicación viral. Por otro lado, la interacción de VIP con 

los complejos precursores de GPC G2/*, podría ocasionar la retención de los mismos en RE. 

Esto generaría una reducción de la expresión del complejo GPC heterotrimérico en membrana, 

produciéndose así la brotación de viriones no infectivos (Figura 44). 

Por otro lado, GBF-1, proteína celular de expresión constitutiva, es un factor proviral que 

favorece la multiplicación de JUNV. GBF-1, podría favorecer el transporte de vesículas con 

proteínas necesarias para la replicación viral hacia los complejos de replicación en el 

citoplasma (Figura 44). 

 

Figura 44: Mecanismos de acción de VIP y GBF-1 durante la infección con JUNV. VIP podría ejercer su 

función antiviral sobre la replicación viral de manera directa, al interactuar con NP. VIP, también podría 

inhibir la brotación de viriones infectivos desde los LR (violeta) al interactuar con GPC y retenerlo en RE. 

Por otro lado, GBF-1 ejercería su acción proviral al favorecer el transporte de factores necesarios para la 

replicación viral a los complejos de replicación en el citoplasma. 
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Hasta aquí, hemos demostrado la función antiviral de VIP sobre JUNV in vitro pero 

desconocemos cuán relevante es su función a nivel poblacional, en un contexto clínico. Esto 

nos motivó a investigar acerca de la relevancia de VIP, en cuanto a la existencia de variantes en 

la población. La búsqueda de las mismas, se realizó con la base de datos gnomAD (gnomAD, 

2021). El resultado de la búsqueda mostró la existencia de 620 alelos de VIP en la población. 

Dichos alelos se generaron por mutaciones en las regiones 5' y 3' UTR y de splicing, intrónicas, 

de pérdida de codón inicio y ganancia de codón stop prematuro, sinónimas, missense, de 

corrimiento y deleción en el marco de lectura (Figura 40). Este análisis mostró que un 4% de 

los alelos están presentes en homocigosis en la población y que existe una SNV con frecuencia 

mayor al 1%, la rs 10182815, variante del extremo 5' UTR de VIP. Las mutaciones más 

frecuentes fueron las missense, las cuales representaron un 37,5% de las mutaciones totales 

(Figura 40). Dichos cambios se distribuyeron 23% en el dominio N-terminal de VIP, 38% en el 

dominio radical SAM y 39% en el dominio C-terminal (Figura 41). El 74,5% de las mutaciones 

en el extremo N-terminal se concentraron en la α-hélice de VIP. Estos alelos presentan 

frecuencias poblaciones muy bajas en el orden de 1x10-4 a 1x10-6 excepto 4 de ellos que se 

encuentran en homocigosis en la población (Tabla 13). En el caso de las mutantes de de la α-

hélice de VIP resultaron ser las de mayor frecuencia en el orden de 6x10-3 en promedio, con 19 

y 24 individuos homocigotas para dichos alelos. Si bien los dominios radical SAM y C-terminal 

presentan mayor porcentaje de mutantes, sus frecuencias alélicas son más bajas que las de los 

alelos del extremo N-terminal, específicamente, las de la α-hélice. Esto sugiere que el extremo 

N-terminal y en particular, la α-hélice de VIP es la estructura secundaria que presenta mayor 

tolerancia a la sustitución de aminoácidos pues el hecho de poseer mayor variabilidad en esta 

región le permite interactuar con un amplio espectro de proteínas (Chin y Cresswell, 2001), 

como las de los distintos virus con genoma ARN, ejerciendo así su función antiviral (Rivera-

Serrano et al., 2020). Luego, en un análisis más exhaustivo, investigamos si existían variantes 

patogénicas, benignas o con algún tipo de relevancia clínica que se hayan reportado en las 

bases de datos ClinVar u OMIM (Herencia Mendeliana en Hombres en línea [OMIM], 2021). 

Los resultados mostraron la existencia de 4 alelos con significancia clínica benigna, 3 

generados por mutaciones sinónimas y 1 por mutación missense (Tabla 14). Aún la mutante 

missense con la sustitución p.Leu42Arg, posee clasificación benigna, verificada mediante el uso 

los predictores (Tabla 15). Se evidenció la ausencia de variantes patogénicas de VIP reportadas 

hasta el momento. Los resultados de ausencia de variantes patogénicas en la población, 

sumado a las bajas frecuencias de alelos con mutaciones missense en los dominios radical SAM 

y C-terminal principalmente, indican que se trata de alelos raros y que las mutaciones que 

generan nuevas variantes, no se fijan en la población, es decir, existe una presión de selección 

negativa pues estos dominios están conservados. Esto sugiere que la función del gen VIP es 

muy importante y que la sustitución de aminoácidos que pudiera ocurrir en los dominios 

radical SAM y C-terminal es en detrimento de su función, por lo cual es seleccionada 

negativamente, ni siquiera como para que se encuentre en heterocigosis pues las frecuencias 

de los alelos de VIP son menores al 1%. A continuación, nos propusimos determinar la 

relevancia de VIP en un cuadro clínico de infección con SARS-CoV-2. Para ello, se utilizaron 

muestras de hisopados nasofaríngeos de personas infectadas con el coronavirus o muestras de 

saliva de personas sanas, se extrajo el ARN y se analizó por qPCR la expresión de los genes de 

IFN β y de VIP. La infección con SARS-CoV-2 demostró generar una respuesta antiviral del IFN β 

y la consecuente expresión del ISG VIP. En ambos casos, se observó una correlación positiva 
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entre la carga viral/severidad del cuadro clínico de COVID-19 del paciente y el aumento de la 

expresión a nivel de ARNm de los genes de IFN β y VIP (Figuras 42 y 43). De hecho, se ha 

demostrado que los pacientes con respuestas inflamatorias y actividad del IFN I deficientes, 

presentan fenotipos de mayor gravedad de COVID-19 (Hadjadj et al., 2020). Si bien el SARS-

CoV-1 presenta estrategias de evasión de la respuesta inmune innata ya que sus diversas 

proteínas virales Nsp y ORF inhiben las vías de RIG-I/MDA5 y del IFN I (Sa Ribero et al., 2020), 

demostramos que el SARS-CoV-2 induce la expresión del IFN β y aún más la expresión del ISG 

VIP en pacientes infectados de la Ciudad de Buenos Aires, Argentina. Este último resultado es 

extrapolable a la población mundial ya que un estudio realizado en China demostró que 

pacientes infectados con SARS-CoV-2 inducen fuertemente la expresión de IFN I y de algunos 

ISG, entre ellos, VIP (Z. Zhou et al., 2020). Es probable que una eficiente respuesta inmune 

innata logre mantener bajo control la replicación viral. Limitar la replicación viral evitaría 

principalmente la diseminación del virus a otros órganos y por ende prevendría una infección 

sistémica e impediría una respuesta inflamatoria excesiva que conduzca a una tormenta de 

citoquinas; factores que contribuyen a la gravedad del cuadro clínico de COVID-19. Estos 

resultados, evidencian la importancia clínica de la respuesta inmune innata en la generación de 

un estado antiviral celular a través de la inducción del eje IFN- ISG. Si bien se desconoce aún el 

rol clínico de VIP durante el transcurso de COVID-19, la estimulación de su expresión apunta 

hacia una posible función antiviral para combatir la enfermedad. Por otro lado, la presencia de 

variantes de VIP en la población, podrían contribuir a generar una respuesta antiviral favorable 

o desfavorable frente a la infección con SARS-CoV-2 dependiendo de si la mutación genera un 

aumento o disminución de su actividad antiviral. 

El presente trabajo de tesis, demuestra la existencia de dos proteínas celulares, VIP y GBF-1, 

las cuales frente a la infección con JUNV cumplen roles antagónicos. VIP es una proteína con 

actividad antiviral ancestral pues está altamente conservada en vertebrados (Rivera-Serrano et 

al., 2020). GBF-1 es una proteína que funciona como factor proviral par diversos virus con 

genoma de ARN (Martínez y Arias, 2020). Si bien quedan muchas incógnitas por resolver, la 

descripción de la función antiviral de VIP y de la acción proviral de GBF-1 frente a la infección 

con JUNV, muestra el potencial que tienen ambas proteínas como blancos terapéuticos para el 

desarrollo de fármacos que estimulen a VIP e inhiban a GBF-1, estimulando así la respuesta 

inmune innata. 
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